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RESUMO 

NORTE, A. P. C. Análise da diversidade genética e resistência 
antimicrobiana de isolados de Streptococcus dysgalactiae de origem 
animal. [Genetic diversity and antimicrobial resistance of Streptococcus 
dysgalactiae isolates from animal origin]. 2023. 104 f. Dissertação (Mestrado em 
Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São 
Paulo, 2023. 
 

Streptococcus dysgalactiae é uma bactéria comensal de animais e humanos que 

causa uma variedade de infecções oportunistas. Há poucos estudos que 

caracterizam esse agente de potencial zoonótico no Brasil. Os objetivos do 

presente estudo foram caracterizar por métodos fenotípicos e genotípicos 92 

estirpes de S. dysgalactiae isoladas de bovinos com quadros clínicos de metrite, 

mastite e pododermatite e de suínos com metrite, pneumonia, abscessos e 

artrite, provenientes de diferentes estados brasileiros. As estirpes foram isoladas 

entre os anos de 2015 e 2019 e foram identificadas pela espectrometria de 

massa MALDI TOF e pela reação em cadeia pela polimerase. Posteriormente foi 

feita a genotipagem por polimorfismo do comprimento de fragmentos 

amplificados (AFLP) e a determinação do perfil de resistência por microdiluição 

em caldo. Pelo AFLP foram identificados 18 perfis genotípicos que formaram 

dois grupamentos principais discriminando as estirpes segundo o hospedeiro 

(bovino e suíno). Enquanto as estirpes de origem bovina foram reunidas de 

acordo com o rebanho, as estirpes suínas tiveram alta heterogeneidade dentro 

do mesmo rebanho. A partir dos resultados de concentração inibitória mínima 

(CIM) foram identificados dez perfis de resistência para as estirpes bovinas e 

vinte e nove perfis de resistência para as estirpes suínas. Não foi identificada 

uma correlação entre os perfis de resistência antimicrobiana e os perfis 

genotípicos. Todas as estirpes suínas foram resistentes à doxiciclina, 

oxitetraciclina e clindamicina, além de terem altas taxas de resistência aos 

macrolídeos, à tiamulina, à espectinomicina e à neomicina. Das estirpes bovinas, 

62,8% foram resistentes à neomicina, 34,9% à gentamicina, e 25,6% à 

oxitetraciclina. Todas as estirpes do estudo foram sensíveis ao ceftiofur e apenas 

uma estirpe bovina foi resistente à ampicilina e penicilina. Portanto, os beta-

lactâmicos são a classe de antimicrobianos de escolha para o tratamento da 

infecção em ambas as espécies. As estirpes de origem suína apresentaram 

100% de multirresistência e as estirpes de origem bovina apenas 14%. Tendo 

em vista a discriminação genotípica das estirpes e as diferenças nos padrões de 

resistência, é provável que os isolados avaliados sejam pertencentes a 

subespécies diferentes. Os altos níveis de multirresistência observadas nas 

estirpes de suínos indica a importância do monitoramento desta espécie nos 

rebanhos para evitar a disseminação de linhagens multirresistentes e de 

potencial zoonótico.  

 

Palavras-chave: Streptococcus dysgalactiae. AFLP. CIM. Suínos. Bovinos. 



 
 

 
 

ABSTRACT 

NORTE, A. P. C. Genetic diversity and antimicrobial resistance of 
Streptococcus dysgalactiae isolates from animal origin. [Análise da 
diversidade genética e resistência antimicrobiana de isolados de Streptococcus 
dysgalactiae de origem animal]. 2023. 104 f. Dissertação (Mestrado em Ciências) 
– Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, 
2023. 
 

Streptococcus dysgalactiae is a commensal bacterium of animals and humans 

that causes a range of infectious diseases. Despite its zoonotic potential, few 

studies in Brazil have characterized this specie. The aim of this study is to 

characterize phenotypically and genotypically 92 Streptococcus dysgalactiae 

strains from bovine and swine origins. These strains were isolated from clinical 

cases of bovine metritis, mastitis, pododermatitis, swine metritis, pneumonia, 

abscess, and arthritis. They were isolated from 2015 to 2019 in different Brazilian 

states and identified by mass spectrometry MALDI TOF and PCR. Afterward, 

genotyping by amplified fragment length polymorphism (AFLP) was performed. 

Antimicrobial resistance profiling was determined by microdilution broth and 

minimal inhibitory concentration was determined. Eighteen genotypic profiles 

were identified and clustered according to host species (swine and bovine). While 

bovine strains clustered at the farm level, swine strains showed high 

heterogeneity intra and inter-farms. Minimal inhibitory concentration resulted in 

ten bovine antimicrobial resistance profiles and twenty-nine swine antimicrobial 

resistance profiles. There was no correlation between genotypic and 

antimicrobial resistance profiles. All swine isolates were resistant to doxycycline, 

oxytetracycline, and clindamycin, and showed high MIC values for macrolides, 

tiamulin, spectinomycin, and neomycin. Bovine isolates had high MIC values for 

neomycin (62.8%) and intermediate values for gentamycin (34.9%) and 

oxytetracycline (25.6%). All isolates were susceptible to ceftiofur and only one 

isolate was resistant to ampicillin and penicillin. Therefore, beta-lactams are the 

best choice of treatment for both species. All swine isolates were multiresistant, 

as opposed to 14% of bovine isolates. Due to genotypic profiles and antimicrobial 

resistance patterns, it is likely that the isolates are from different subspecies. The 

high resistance rates observed especially in the swine isolates indicate the 

importance of species farm monitoring to avoid dissemination of multiresistant 

strains of zoonotic potential. 

 

Keywords: Streptococcus dysgalactiae. AFLP. MIC. Swine. Bovine. 
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1. INTRODUÇÃO 

Streptococcus dysgalactiae é uma bactéria comensal de animais e humanos 

que causa uma grande variedade de infecções oportunistas. Atualmente 

considerado um patógeno humano emergente, ele causa desde infecções de 

pele até septicemia e acometimento de diversos órgãos e sistemas, como artrite, 

meningite, endocardite e pneumonia. Em humanos, pode levar à síndrome do 

choque tóxico e óbito, principalmente em pacientes com comorbidades e 

imunossuprimidos (BRANDEN; SPELLENBERG, 2009). Em animais, ele é 

conhecido agente etiológico de mastite “ambiental” em vacas de leite (WENTE; 

KROMKER, 2020) e de septicemia e alta mortalidade em peixes (ABDELSALAM; 

CHEN; YOSHIDA, 2009). Além disso, causa artrite, meningite e endocardite em 

leitões na maternidade (GOTTSCHALK; SEGURA, 2019) e formação de 

abscessos e doença tipo-garrotilho em equinos (TIMONEY, 2004). Há relatos de 

casos em outras espécies, o que demonstra a grande variabilidade de 

hospedeiros acometidos. 

Apesar de estirpes da espécie possuírem propriedades bioquímicas e 

genotípicas muito semelhantes, há grande variabilidade também na classificação 

da espécie pelo agrupamento sorológico de Lancefield e pelo tipo de hemólise 

produzida pela colônia bacteriana em ágar sangue de cordeiro ou bovino (BERT 

et al., 1997). Ademais, VANDAMME et al. propôs em 1996 a divisão da espécie 

nas subespécies dysgalactiae e equisimilis, em que a primeira se refere aos 

isolados de animais dos grupos C ou L de Lancefield que são alfa, beta e gama-

hemolíticos; enquanto a segunda se refere aos isolados humanos dos grupos C 

ou G de Lancefield que são beta-hemolíticos. Entretanto, essa divisão não é 
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totalmente compreendida pela literatura e as definições taxonômicas e de 

nomenclatura da espécie e subespécies são controversas.  

Recentemente, encontrou-se evidências importantes do potencial zoonótico 

do Streptococcus dysgalactiae. Enquanto a subespécie dysgalactiae causa 

infecções humanas não-invasivas e esporádicas adquiridas pela manipulação de 

carne e peixe crus (KOH; RAHMAN; SESSIONS, 2020), a subespécie equisimilis 

causa infecções invasivas por transmissão direta (TORRES et al., 2007) e 

indireta (SILVA et al., 2015). A habilidade da bactéria se adaptar a diferentes 

ambientes está ligada à variabilidade genética e transferência horizontal de 

genes, como genes codificadores de fatores de virulência e de resistência 

antimicrobiana (MCNEILLY; MCMILLAN, 2014).  

Por fim, há pouco estudos em suínos que abordem os estreptococos além do 

Streptococcus suis, e há poucos trabalhos em bovinos de leite que abordem as 

características genotípicas e fenotípicas desta espécie no Brasil. Portanto, 

estudos epidemiológicos e de resistência antimicrobiana de estirpes de 

Streptococcus dysgalactiae são prioritários para evitar o surgimento e 

disseminação de linhagens patogênicas e multirresistentes.    
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Estreptococos: características gerais  

 

De acordo com o List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature 

(LPSN), em 2023 existem 181 espécies e 31 subespécies de estreptococos. A 

primeira descrição de uma infecção por Streptococcus foi feita em 1874 por 

Theodor Billroth de casos de erisipela e infecções de pele; ao microscópio, eram 

organismos pequenos isolados ou achados em pares ou cadeias. Louis Pasteur, 

em 1879, isolou a bactéria e demonstrou ser esse o agente etiológico da febre 

puerperal causando mortalidade em mulheres e neonatos. Por fim, Friederich 

Julius Rosenbach, em 1884, isolou o agente de lesões supurativas e a espécie 

foi nomeada Streptococcus pyogenes (FERRETTI; KOHLER, 2016).   

O gênero Streptococcus é bastante diverso e a sua interação com o 

hospedeiro tanto humano como animal varia entre a comensalidade, 

oportunismo e a patogenicidade (HAENNI; LUPO; MADEC, 2018). Essas 

bactérias são parte da microbiota da cavidade oral, pele, trato respiratório e trato 

reprodutivo de humanos (ARMISTEAD et al., 2019; REYNOSO-GARCIA et. al, 

2022; SANTACROCE et al., 2020; VERMA; GARG; DUBEY, 2018) e são 

transmitidos pelo leite materno (LI et al., 2022). Em animais, os estreptococos 

são habitantes comuns da cavidade nasal, tonsilas, trato reprodutivo e 

gastrointestinal de suínos (GOTTSCHALK; SEGURA, 2019; POOR et al., 2022; 

WANG et al., 2022); do trato reprodutivo, respiratório e do leite de vacas 

(BECKER et al., 2023; LIMA; BICALHO; BICALHO, 2019; STEINBERG et al., 

2022), do trato respiratório, gastrointestinal e reprodutivo de equinos (BARBA et 
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al., 2020; CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2022; ZHU et al., 2021) e do trato 

respiratório superior, intestinal e gênito-urinário de cães (LAMM et al., 2010).          

Os estreptococos são bactérias em sua maioria anaeróbias facultativas, 

catalase negativas, oxidase negativas e não móveis (TIMONEY, 1999). Elas 

também não formam esporos e são fermentadoras de carboidratos com 

produção de ácido láctico (KILLIAN, 2012). Possuem crescimento fastidioso, isto 

é, necessitam de meios de cultivo enriquecidos com soro ou sangue para seu 

crescimento (QUINN et al., 2019). A maioria das bactérias Gram positivas possui 

uma parede celular composta de um peptidioglicano de estrutura conservada e 

glicopolímeros que variam de acordo com a espécie e a cepa (KOHLER et al., 

2009). Os estreptococos possuem uma parede celular formada por camadas de 

N-acetilglicosamina e ácido N-acetilmurâmico, em que se fixa carboidratos, 

ácidos teicóicos e lipoproteínas (PROCOP et al., 2017). Essas proteínas de 

superfície possuem diferentes funções, como manutenção da integridade 

celular, proteção, formação de biofilme e interação com a célula do hospedeiro 

(KOHLER et al., 2009). Ademais, algumas cepas possuem uma cápsula 

hidrofílica de ácido hialurônico, um polímero formado por N-acetilglucosamina e 

ácido glucurônico, ou de polissacarídeo (TIMONEY, 2004).  

O genoma dos membros do gênero Streptococcus apresentou grande perda 

e ganho de genes durante a evolução das espécies e cepas, com recombinação 

do genoma core e seleção positiva na diferenciação de espécies (LEFEBURE; 

STANHOPE, 2007). Isso resultou em invasão de tecidos específicos por certas 

espécies como Streptococcus equi em tonsilas de equinos, Streptococcus suis 

em tonsilas de suínos e Streptococcus uberis e Streptococcus agalactiae em 

glândula mamária de ruminantes (TIMONEY, 2010). Um quarto do seu genoma 
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consiste em material exógeno ou móvel, como transposons e plasmídeos 

(ALVES-BARROCO et al., 2021), portanto, a diversidade genética advém da 

transferência horizontal de material genético, que carreia genes de resistência 

antimicrobiana e de fatores de virulência, por exemplo (MCNEILLY; MCMILLAN, 

2014). 

A virulência deste gênero é baseada nas proteínas de superfície e estruturas 

que impedem a fagocitose, induzem a produção de citocinas pró-inflamatórias, 

levam à adesão celular e alteram o metabolismo de carboidratos (TIMONEY, 

2010). A cápsula de ácido hialurônico, exotoxinas e proteína M (PATTERSON, 

1996) são fatores de virulência bem conhecidos. A cápsula e a proteína M são 

antifagocíticas (TIMONEY, 1999), e a proteína M também é importante fator de 

aderência (ASBAUGH et al., 1998). A maioria dos estreptococos patogênicos 

também possui diversas enzimas como hemolisinas, estreptolisina O e 

especialmente estreptolisina S, e a capacidade de ligação com os componentes 

do plasma do hospedeiro, como albumina e imunoglobulinas, o que permite o 

escape do sistema imune e evita a opsonização da bactéria (TIMONEY, 2010).  

A análise sorológica pela aglutinação em látex para detecção do tipo de 

carboidrato C presente na parede celular identifica o grupo de Lancefield. 

Existem vinte grupos designados por letras de A à H e K a V. Essa divisão auxilia 

na distinção de grupos de estreptococos beta-hemolíticos patogênicos formados 

por cepas de origem humana ou de origem animal (LANCEFIELD, 1933). Os 

grupos mais associados às doenças humanas são os estreptococos dos grupos 

A, B, C, D e G (HASLAM, ST. GEME III, 2018). Os estreptococos do grupo A são 

conhecidos patógenos humanos, sendo o Streptococcus pyogenes o mais 

prevalente. Essa bactéria beta-hemolítica causa infecções supurativas agudas 
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como faringoamigdalites em crianças e infecções de pele (celulite, impetigo e 

erisipela) que podem evoluir para fasciíte necrozante e complicações como febre 

reumática, nefrite glomerular e síndrome do choque tóxico (CUNNINGHAM, 

2000). Os grupos B, C, D, E, G, L, U e V estão relacionados aos estreptococos 

piogênicos que causam infecções supurativas em diversos hospedeiros 

(TIMONEY, 2010).   

Outro agrupamento sorológico dos estreptococos é baseado na proteína de 

superfície M. Essa tipagem auxilia na identificação de S. pyogenes em estudos 

epidemiológicos (MCGREGOR et al., 2004) e na identificação de outros 

estreptococos do grupo A de Lancefield (BEACHEY et al., 1981) juntamente com 

o antígeno T (JOHNSON; KAPLAN, 1995). Mais de 80 sorotipos já foram 

identificados por esse método (CUNNINGHAM, 2000). Porém, como esse 

método é demorado e custoso pela necessidade de muitos reagentes, a tipagem 

também pode ser feita com o sequenciamento do gene emm, que codifica para 

a proteína M (BEALL et al., 1997). Com o sequenciamento da região 

hipervariável do gene, os tipos aumentaram para 124 (FACKLAM et al., 2002). 

Fisiologicamente, de acordo com a classificação de Sherman, os 

estreptococos podem ser classificados em piogênicos, lactococos (encontrados 

em leite e derivados), enterococos (encontrados na microbiota intestinal) e 

viridans (microbiota do trato respiratório humano) (SHERMAN, 1937). Os 

estreptococos piogênicos pertencem aos grupos A, B, C, F, G, E, e H de 

Lancefield, produzem beta ou alfa-hemólise, produzem amônia a partir de 

peptona 4% e crescem a 45 °C. Já o grupo dos estreptococos viridans, que 

englobam as espécies Streptococcus salivarius, Streptococcus thermophilus, 

Streptococcus bovis e Streptococcus equinus, não pertencem a um grupo de 
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Lancefield, crescem a 45°C e sobrevivem à temperatura de 60°C por 30 minutos. 

Streptococcus lactis e Streptococcus cremoris são lactococos, que crescem na 

temperatura de 10°C e em meio com 0,1% de azul de metileno. Por fim, os 

enterococos apresentam tolerância a alta e baixa temperatura e sobrevivem 

tanto em meio alcalino como em meio com cloreto de sódio (SHERMAN, 1937). 

O isolamento é feito através de plaqueamento em ágar com sangue de 

carneiro ou de bovino (TIMONEY, 1999). Após 24 a 48 horas de incubação a 

37°C, as colônias geralmente são pequenas, translúcidas e puntiformes, com 1 

mm de diâmetro, e possuem hemólise variável. Eles podem ser divididos em 

beta-hemolíticos (quando causam a hemólise total das hemácias), alfa-

hemolíticos (quando causam a hemólise parcial das hemácias) ou gama/não-

hemolíticos (TEIXEIRA; PINTO; MELQUIOR, 2015). Reações bioquímicas, que 

podem ser feitas de forma convencional ou através de kits comerciais 

(OKWUMABUA; O’CONNOR; SHULL, 2003), também auxiliam na identificação 

da bactéria. Os principais testes diferenciam o grupo B de Lancefield, que é 

positivo no teste CAMP (Christie, Atkins e Munch-Petersen), na hidrólise de 

hipurato de sódio e na produção de carotenóide em ágar GBS. O grupo A de 

Lancefield é positivo para o teste de sensibilidade à bacitracina. Já os testes de 

sensibilidade à optoquina e de solubilidade em bile diferenciam o S. pneumoniae 

de outros estreptococos alfa-hemolíticos (TIMONEY, 1999). 

Os estreptococos também podem ser identificados através da reação em 

cadeia da polimerase (PCR) e por espectrometria de massa de ionização e 

dessorção a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) (MATAJIRA et al., 

2017), entretanto a diferenciação de subespécies apenas é possível através de 

análise da região 16S do rRNA (MIONI et al., 2018). Essa região também baseia 
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a análise filogenética e a identificação da similaridade genética dentre as 

espécies de estreptococos (BENTLEY; LEIGH; COLLINS, 1991). Porém, 

diferentes espécies como Streptococcus canis e Streptococcus dysgalactiae 

subespécie equisimilis são geneticamente muito parecidas na comparação da 

região 16S (FACKLAM, 2002), o que dificulta a identificação.  

Métodos moleculares mais modernos permitem a identificação e 

classificação dos estreptococos, como a tipagem da sequência de sete genes 

housekeeping (MLST) ou de repetições em tandem (MLVA), a análise do 

fingerprint do DNA como nas técnicas de eletroforese em gel de campo pulsado 

(PFGE) e polimorfismo de fragmentos amplificados (AFLP), e o sequenciamento 

do genoma (EFSTRATIOU; LAMAGNI; TURNER, 2017).  

 

2.2 Streptococcus dysgalactiae: características gerais e subespécies 

 

A espécie Streptococcus dysgalactiae foi descrita pela primeira vez em 1932 

por Diernhofer (DIERNHOFER, 1932), porém só foi oficialmente reconhecida em 

1983. Na época, estreptococos alfa-hemolíticos do grupo C de Lancefield eram 

frequentemente isolados de amostras de leite bovino e eram agentes etiológicos 

reconhecidos de mastite bovina (GARVIE; FARROW; BRAMLEY, 1982). 

Posteriormente, estudos sobre estreptococos piogênicos baseados em 

hibridização de DNA mostraram a relação próxima entre S. dysgalactiae e 

Streptococcus equisimilis dos grupos de Lancefield G, L e S (FARROW; 

COLLINS, 1984; KILPPER-BALZ; SCHLEIFER, 1984). Com isso, ambos foram 

denominados como a mesma espécie, S. dysgalactiae.   
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VANDAMME et al. (1996), baseado em características de perfil de parede 

celular e propriedades bioquímicas, subdividiram S. dysgalactiae nas 

subespécies dysgalactiae e equisimilis. A designação de subespécie 

dysgalactiae seria utilizada para subpopulações de cepas de origem animal e do 

grupo L, enquanto a subespécie equisimilis seria para cepas de origem humana 

e do grupo G. A diferenciação entre ambas foi inicialmente proposta pela reação 

positiva da estreptoquinase no plasminogênio humano. Apesar de VANDAMME 

et al. (1996) proporem que a subespécie equisimilis contenha apenas isolados 

humanos beta-hemolíticos dos grupos de Lancefield C ou G (JENSEN; KILIAN, 

2012), isolados beta-hemolíticos de origem animal são hoje denominados S. 

dysgalactiae subespécie equisimilis (KASUYA et al., 2014; PREZIUSO et al., 

2010; OH et al., 2018; OH et al., 2020), o que gera confusão da nomenclatura 

correta das subespécies.  

A subespécie dysgalactiae pertence ao grupo C ou L de Lancefield e inclui 

cepas de origem animal que são beta, alfa e gama hemolíticas (KASUYA et al., 

2014). É a principal subespécie causadora de mastite ambiental clínica e 

subclínica em vacas (TIMONEY, 2010), com prevalência de 5 a 10% em países 

europeus e asiáticos (BOTREL et. al, 2009; GAO et al., 2017; KOIVULA et al., 

2007; RATO et. al, 2013). Ela também causa outras infecções importantes em 

ruminantes, como artrite infecciosa em cordeiros e bezerros (RIDLER et al., 

2019; RYAN; ROTHWELL; HORNITSKY, 1991). Além disso, ela causa 

bacteremia e septicemia com alta mortalidade em peixes e filhotes de cães 

(ABDELSALAM, CHEN, YOSHIDA, 2009; VELA et al., 2006). Casos raros de 

infecção em humanos já foram reportados, como celulite após manipulação de 

peixe cru (KOH et. al, 2009), infecção de prótese após artroplastia (PARK et al., 
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2012), endocardite (JORDAL et al., 2015), artrite (CHENNAPRAGADA et al., 

2018) e choque séptico (NATHAN et al., 2021).   

Já cepas da subespécie equisimilis são beta-hemolíticas e pertencem aos 

grupos A, C, G, ou L. Essa subespécie causa doença importantes em diversas 

espécies, inclusive em humanos, como pneumonia, sepse, endocardite, 

meningite e síndrome do choque tóxico (BRANDT; SPELLERBERG, 2009; 

HASHIKAWA et al., 2004). Ela é considerada um patógeno humano emergente 

por ser um importante agente oportunista relacionado com diversas infecções e 

inclusive causador de surtos hospitalares (TORRES et al., 2007). Além disso, há 

potencial zoonótico já sugerido em trabalho de SILVA et al. (2015) através da 

análise de genótipos por MLST de amostras equinas e humanas. O crescente 

número de infecções invasivas em humanos pela subespécie equisimilis e a 

sintomatologia confundem com Streptococcus pyogenes, o que subestimar as 

infecções por S. dysgalactiae (SILVA et al., 2015).  

Em suínos, a subespécie equisimilis é encontrada na cavidade nasal, 

tonsilas, secreções vaginais e prepuciais como parte da microbiota 

(GOTTSCHALK; SEGURA, 2019), mas entra na circulação através de feridas na 

pele e nas patas causada pelo piso áspero da maternidade (ZORIC et al., 2004). 

Geralmente as fontes de infecção são a secreção vaginal e o leite (WOODS; 

ROSS, 1977) que contaminam o piso. Após bacteremia e septicemia, o leitão 

apresenta artrite, endocardite ou meningite (GOTTSCHALK; SEGURA, 2019). 

Leitões de uma a três semanas de vida apresentam edema na articulação e 

claudicação como sinais clínicos característicos, além de febre, inapetência e 

cansaço (GOTTSCHLAK; SEGURA, 2019).  
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Em equinos, apesar de historicamente ser uma bactéria pouco isolada e 

considerada oportunista, ela já foi encontrada em casos de placentite, e com 

menor frequência em abcessos nos linfonodos e doenças similares à adenite 

equina (TIMONEY, 2004). Todavia, EROL et al. (2012) isolou S. equisimilis em 

21% das amostras avaliadas, principalmente do trato reprodutivo (tecido fetal, 

placenta, cordão umbilical e trato gênito-urinário). Além disso, a bactéria mostrou 

habilidade para invadir tecidos como cérebro, rins e articulações, o que mostra 

virulência similar ao Streptococcus zooepidemicus e demonstra uma maior 

importância dessa bactéria em infecções em equinos do que se presumia.  

Em outras espécies, há poucos estudos ou relatos na literatura. Em bovinos, 

houve um surto de mastite subclínica na Áustria em que se isolou estreptococos 

beta-hemolíticos do grupo L, depois identificados como S. equisimilis 

(BAUMGARTNER et al., 2011). Em cães, um estudo retrospectivo encontrou S. 

equisimilis em 13% das infecções associadas principalmente com casos de 

septicemia, dermatite e pneumonia (LAMM et al., 2010). Há também um relato 

de caso de artrite séptica em um cão com lesão nos testículos e isolamento de 

S. equisimilis no líquido sinovial (DOKUZEYLUL et al., 2014).  

Morfoquimicamente, S. dysgalactiae tem produção de oxidase e é negativo 

no teste da esculina, que o diferencia de Streptococcus uberis (ZHANG et al., 

2017). Outras características bioquímicas que podem diferenciar a espécie 

incluem a capacidade de hidrolização de hipurato de sódio pela enzima 

hipuricase e produção de ácido a partir da glicose, da lactose, arabinose e fucose 

(YANG; LI, 2009), assim como de maltose, sucrose, tagatose e trealose 

(ABDELSALAM, ASHEG; EISSA, 2013). S. dysgalactiae é negativo nos testes 

PYR (hidrólise de L-pirolidonil-P-naftilamida), CAMP (Christie, Atkins e Munch-
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Petersen) e VP (Voges-Proskauer, produção de acetoína). Esses testes 

identificam respectivamente o Streptococcus pyogenes, S. agalactiae e S. 

anginosus (HASLAM; ST. GEME Ill, 2018). Em relação às subespécies, as cepas 

provenientes de animais de S. equisimilis se diferenciam das cepas de origem 

humana pela fermentação de glicogênio e produção de L-propil-L-arginina- 

aminopeptidase. A subespécie dysgalactiae também produz L-propil-L-arginina 

aminopeptidase, porém não forma alfa-L-glutamato aminopeptidase como a 

subespécie equisimilis (EFSTRAIOU et al., 1994).  

A subespécie dysgalactiae tem como fatores de virulência conhecidos a 

hialuronidase, a estreptoquinase, as proteínas que se ligam às fibronectinas fnbA 

e B, proteína G, receptor de plasminogênio, estreptodornase, proteína tipo-M e 

o receptor de macroglobulina alfa-2. A subespécie equisimilis possui também as 

estreptolisinas S e O (TIMONEY, 2010). A estreptolisina O é uma citolisina 

dependente de colesterol e sensível ao oxigênio que forma poros na membrana 

celular dos lisossomos, evitando a sua destruição, e dos eritrócitos (DUNCAN; 

SCHLEGEL, 1975; HAKANSSON et al., 2005). Já a estreptolisina S é uma 

citolisina que sofre modificação pós-traducional e causa danos em tecidos 

moles, eliminação de neutrófilos e diminuição da quimiotaxia da célula do 

hospedeiro (MOLLOY et al., 2011).  

Portanto, a espécie S. dysgalactiae inclui uma variedade de linhagens que 

são bioquimicamente e geneticamente parecidas, entretanto diferem em 

agrupamento sorológico, tipo de hemólise, hospedeiro acometido e 

patogenicidade (BERT et al., 1997). DEVRIESE (1991) subdividiu em cinco 

ecovares de acordo com o hospedeiro: cepas bovinas alfa-hemolíticas, cepas 

humanas de S. equisimilis, cepas animais de S. equisimilis, as cepas humanas 
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do grupo G e cepas do grupo L. VIEIRA et al. (1998) propuseram uma 

classificação de acordo com as semelhanças fenotípicas e genotípicas e é o 

método mais usado até hoje (KAWATA et al., 2003). Essa classificação divide 

em quatro tipos: subespécie dysgalactiae grupo C alfa-hemolítico, subespécie 

equisimilis grupo C beta-hemolítico, equisimilis grupo G beta-hemolítico e 

equisimilis grupo L beta-hemolítico. 

 

2.3 Diversidade genética de S. dysgalactiae  

 

As técnicas de epidemiologia molecular são importantes para a definição, 

identificação e rastreamento de patógenos relevantes e suas espécies, 

subespécies, cepas, clones e genes, assim como a avaliação do impacto e da 

evolução da diversidade genética dos mesmos (TIBAYRENC, 2009). A 

diversidade entre as espécies está geralmente associada aos elementos 

genéticos móveis, que carreiam genes responsáveis pela sua manutenção e 

regulação, assim como genes que codificam resistência a antimicrobianos e 

fatores de virulência, através da transferência horizontal de genes (MCNEILLY; 

MCMILLAN, 2014).  

A principal técnica de genotipagem do S. dysgalactiae é a eletroforese em 

gel de campo pulsado (PFGE), por possuir alto índice discriminatório e 

aplicabilidade (COSTA et al., 2013). Ele é considerado o padrão ouro no estudo 

epidemiológico de bactérias patogênicas (PETERS, 2009), e o mais eficaz para 

o estudo de estreptococos piogênicos (BERT; BRANGER; LAMBERT-

ZECHOVSKY, 1997). Para S. dysgalactiae, utiliza-se as enzimas de 

macrorestrição SmaI ou ApaI (ABDELSALAM; ASHEG. EISSA, 2013). NOMOTO 
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et al. (2006) genotiparam isolados de S. dysgalactiae de peixes e de outros 

mamíferos, e os isolados de mamíferos apresentavam maior variabilidade entre 

si do que os isolados de peixes. LUNDBERG et. al. (2014) analisaram isolados 

de S. dysgalactiae de amostras de leite de vacas com mastite e encontrou 

pulsotipos idênticos em diversos rebanhos, devido ao trânsito de animais e 

possível transmissão da bactéria pelo vetor Hydrotea irritans.       

A análise do Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados 

(AFLP) é uma técnica aplicada para genotipagem de bactérias, em que se pode 

utilizar de uma a quatro enzimas de restrição (FRY; SAVELKOUL; VISCA, 2009). 

Essa técnica é economicamente mais viável, rápida e consegue distinguir bem 

os isolados de S. dysgalactiae (MORENO et al., 2016a). No mais, ela aumenta 

a detecção de polimorfismos e é um bom método para identificar e tipificar cepas 

(FRY; SAVELKOUL; VISCA, 2009). MORENO et al. (2016a) caracterizaram 

dezessete isolados suínos de S. dysgalactiae e obtiveram três perfis (A1, A2 e 

A3). O perfil A1 correspondeu às doze amostras de S. dysgalactiae subespécie 

equisimilis (SDSE) com mais de 95% de similaridade, A2 às duas amostras de 

SDSE de urina com 85% de similaridade e A3 às três amostras de S. 

dysgalactiae subespécie dysgalactiae (SDSD) com menos de 80% de 

similaridade. Já MIONI et al. (2018) caracterizaram doze isolados da subespécie 

dysgalactiae de morcegos e encontraram também três perfis: A1, A2 e A3. O 

agrupamento A1 seria de animais de cidades diferentes e que morreram em dias 

diferentes, logo uma provável evidência de transmissão horizontal do patógeno. 

O sequenciamento parcial do gene que codifica para a superóxido dismutase 

dependente de manganês (sodA) é uma técnica utilizada para distinção de 

isolados de S. dysgalactiae tanto em mamíferos como em peixes 
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(ABDELSALAM; CHEN; YOSHIDA, 2010; NOMOTO; KAGAWA; YOSHIDA, 

2008). Apesar de ser uma ferramenta eficiente e acurada, ela é cara para uso 

diagnóstico de rotina (ABDELSALAM; SHED; EISSA, 2013). Ademais, devido ao 

baixo polimorfismo e não distinção clara de isolados, a técnica não é adequada 

para a genotipagem deste patógeno em peixes (COSTA et al., 2013). 

GLAZUNOVA; RAOULT E ROUX (2009) investigaram cinco genes diferentes, 

inclusive sodA, para identificação e inferência da filogenia de diversas espécies 

de estreptococos. O gene groEL, que codifica para proteínas que auxiliam no 

processamento, dobramento e secreção de outras proteínas, mostrou-se uma 

ferramenta poderosa para diferenciação de espécies de estreptococos. Para S. 

dysgalactiae, a sequência do gene sodA teve 88% de similaridade e não houve 

formação de cluster entre as duas subespécies testadas, enquanto a sequência 

do gene groEL teve 93,9% de similaridade.  

A caracterização molecular por tipagem de sequências multilocus (Multilocus 

sequence typing - MLST) é baseada no sequenciamento de sete genes 

housekeeping (gki, gtr, murI, mutS, recP, xpt e atoB) e é considerada uma 

técnica de alto poder discriminatório e que mostra as características evolutivas 

do patógeno (COSTA et al., 2013). OH et al. (2018) identificaram por esta técnica 

como causa de peritonite em humanos um isolado de uma variante já identificada 

na Europa em suínos, o que sugere potencial zoonótico.  

O alto desempenho de novas plataformas de sequenciamento de genoma, o 

uso de bancos de dados como referência e o uso de softwares e pipelines para 

análise dos dados revolucionaram a pesquisa genômica e suas aplicações 

(TETTELIN; FELDBLYUM, 2009). A comparação do sequenciamento de 

genomas de diferentes espécies, subespécies, e estirpes, patogênicas ou não, 
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dá importantes pistas sobre os principais elementos genéticos responsáveis pelo 

desenvolvimento e evolução das doenças infecciosas (GUZMAN; ROMEU; 

GARCIA-VALLVE, 2008). Porém, o sequenciamento ainda é custoso em nosso 

meio, e pouco acessível para muitos pesquisadores e pacientes, necessitando 

de um especialista em bioinformática para análise dos dados (PETERSEN et al., 

2019).  

Em relação ao Streptococcus dysgalactiae, NISHIKI et al. (2019) 

sequenciaram um isolado de peixe olho-de-boi e analisaram os genes 

codificadores de fatores de virulência, sendo alguns comuns à cepa humana, o 

que implica em risco zoonótico. VELEZ et al. (2017) sequenciaram 25 isolados 

de vacas com mastite e analisaram os genes de resistência antimicrobiana, 

encontrando maior resistência aos aminoglicosídeos, beta-lactâmicos (beta-

lactamases) e fluoroquinolonas. PORCELLATO et al. (2021) sequenciaram 60 

genomas de S. dysgalactiae subespécie dysgalactiae isolados de vacas e 

ovelhas e analisaram a presença de fatores de virulência como adesinas, 

ligantes de imunoglobulinas e a proteína M; os perfis por MLST, todos 

associados à mastite bovina; e a análise filogenética, com a formação de um 

agrupamento entre os isolados e separação por espécie hospedeira.  

A análise do perfil genotípico pode ser feita em combinação com a busca por 

fatores de virulência, como a tipagem da proteína M, e análise da resistência a 

antimicrobianos (SOUZA JR. et al., 2016). GHERARDI et al. (2014) analisaram 

isolados humanos de S. dysgalactiae subespécie equisimilis através da tipagem 

da proteína M e PFGE, em que houve uma correlação entre os grupos de PFGE 

e os tipos/subtipos de proteína M, e um terço dos isolados tinha resistência à 

eritromicina e 73% desses à clindamicina. ROJO-BEZARES et al. (2021) 
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analisaram isolados humanos de S. dysgalactiae subespécie equisimilis também 

por PFGE e encontraram alta diversidade clonal e uma menor resistência à 

eritromicina e clindamicina do que os estudos anteriores. Já WAJIMA et al. 

(2016) analisaram isolados humanos de infecções invasivas da subespécie 

equisimilis e encontraram um complexo clonal e uma proteína M mais 

prevalentes no Japão, maior resistência aos macrolídeos do que nos estudos 

anteriores e sensibilidade aos beta-lactâmicos.  

Por fim, o gênero Streptococcus e especificamente a espécie Streptococcus 

dysgalactiae tem sofrido muitas alterações taxonômicas e de nomenclatura. Há 

uma confusão na literatura sobre a nomenclatura correta e distinção entre as 

subespécies que demanda alguns esclarecimentos (MORICONI et al., 2017). 

Classicamente, a subespécie equisimilis é uma bactéria beta-hemolítica 

piogênica dos grupos C e G de Lancefield que causa infecção invasiva 

principalmente em humanos e em animais, e a subespécie dysgalactiae é uma 

bactéria alfa-hemolítica que infecta apenas animais. Entretanto, existem diversas 

exceções que demonstram a importância dos estudos filogenéticos para 

entender a relação genética entre as subespécies e das espécies dentro do 

gênero Streptococcus.  

A ferramenta mais comum para avaliação da filogenia é a comparação da 

sequência da região 16s do rRNA (SENTAUSA; FOURNIER, 2013), já que é 

independente da cultura bacteriana e consegue determinar a diversidade e 

prevalência do organismo (KLITGAARD et. al, 2008). Existem outras 

ferramentas utilizadas para análise filogenética, como alguns genes 

housekeeping na análise de sequência de múltiplos locus (MLSA) (SENTAUSA, 

FOURNIER; 2013), e a sequência do gene 23S rRNA. KAWATA et. al (2003) 
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analisaram 11 isolados de S. dysgalactiae subespécie equisimilis pelas 

sequências das regiões 16S e 23S do rRNA e obtiveram árvores incongruentes. 

Isso porque apesar da região 23S ser a mais informativa, ela serve mais de 

suporte do que para avaliação dos dados gerados pela análise da região 16S 

(LUDWIG et al., 1998).  

 

2.4 Resistência antimicrobiana de isolados de S. dysgalactiae 

 

O uso de antimicrobianos em animais de produção tem sido amplamente 

discutido por pesquisadores, veterinários, produtores, agências governamentais 

e membros da indústria agropecuária e alimentícia (RHOUMA et al., 2022). 

Entretanto, o desenvolvimento de resistência antimicrobiana devido ao uso 

excessivo, contínuo e/ou mal uso de antimicrobianos é preocupante, e a redução 

é necessária para uma efetiva diminuição da resistência presente no ambiente, 

em animais e em humanos (WU, 2018).  

O Brasil é um dos maiores produtores de proteína animal do mundo e projeta-

se que em 2030, ele responderá por 8% do consumo global de antimicrobianos, 

sendo, portanto, o terceiro consumidor mundial, atrás da China (30%) e dos 

Estados Unidos (10%) (VAN BOECKEL et. al, 2015). Antibióticos como a tilosina, 

lincomicina, tiamulina, colistina e eritromicina, assim como as classes dos beta-

lactâmicos, tetraciclinas, fluoroquinolonas e sulfonamidas, tiveram seu uso como 

promotor de crescimento proibido por legislação do Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA). Em 2018, elaborou-se o Plano de Ação 

Nacional para Prevenção e Controle da Resistência aos Antimicrobianos, com 

participação conjunta de representantes da saúde humana, animal e ambiental 
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no contexto de Saúde Única. O Programa de Vigilância e Monitoramento da 

Resistência Antimicrobiana no Âmbito da Agropecuária, implementado em 2021 

e que faz parte do Plano de Ação Nacional, incluiu fases de monitoramento ativo 

e passivo para coleta de dados e posterior discussão de políticas públicas. 

Porém, nada foi divulgado sobre esses resultados.  

O uso de antimicrobianos na suinocultura aumentou nos últimos 20 anos 

devido à maior disponibilidade, medo de surtos de doenças, maior 

competitividade do mercado, falta de aconselhamento técnico e falta de controle 

regulatório (DUTRA et al., 2021). O uso massivo de macrolídeos e lincosamidas 

para tratamento de infecções levou a emergência de resistência em 

Streptococcus suis, conhecido patógeno suíno e de importância zoonótica, 

assim como em S. dysgalactiae (HAENNI; LUPO; MADEC, 2018). 

Concomitantemente, o uso excessivo de antibióticos no gado de leite aumenta o 

risco de microrganismos resistentes e as mastites são o principal problema 

dessa produção (KABELITZ et. al, 2021). 

Em humanos, diversos trabalhos mostram a resistência da subespécie 

equisimilis à eritromicina, clindamicina e tetraciclina (LEITNER et al., 2015; LO 

et al., 2015; LU et al., 2016). Esta subespécie permanece sensível à penicilina e 

outros beta-lactâmicos, e tem susceptibilidade variável às tetraciclinas, 

macrolídeos, clindamicinas e fluoroquinolonas (ROJO-BEZARES et al., 2021). 

Os beta-lactâmicos, portanto, continuam a ser a melhor escolha de tratamento 

para suínos, bovinos e humanos (LU et al., 2016; KABELITZ et. al, 2021). 

Entretanto, os estudos analisados mostram o aumento crescente da resistência 

a diferentes classes de antimicrobianos e a necessidade de mais estudos, dado 

que S. dysgalactiae possui potencial zoonótico. 
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3. OBJETIVOS 

 

Caracterizar estirpes de Streptococcus dysgalactiae isoladas de suínos e 

bovinos utilizando métodos fenotípicos, como a determinação do perfil de 

resistência por microdiluição em caldo, e genotípicos, como polimorfismo do 

comprimento de fragmentos amplificados (AFLP). 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Isolados bacterianos 

 

Foram selecionados noventa e dois (92) isolados identificados como 

Streptococcus dysgalactiae pertencentes à coleção de culturas do Laboratório 

de Epidemiologia Molecular e Resistência a Antimicrobianos (FMVZ – USP). Os 

isolados são provenientes de amostras de bovinos com quadro de 

pododermatite, metrite ou mastite e de amostras de suínos com quadro de 

metrite, pneumonia, artrite ou abscesso. Os isolamentos ocorreram entre os 

anos de 2015 e 2019 e os rebanhos de origem são provenientes dos estados de 

São Paulo, Minas Gerais, Paraná e Mato Grosso.  

Os isolados foram descongelados, semeados em ágar sangue suplementado 

com 5% de sangue de carneiro desfibrinado e incubados em anaerobiose a 37° 

C por 24 a 48 horas. Observou-se a morfologia das colônias e o tipo de hemólise 

produzida. Em seguida, as estirpes foram semeadas em caldo Brain Heart 
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Infusion (BHI, Difco) a 37°C por 24h e uma alíquota da cultura foi utilizada para 

extração de DNA.  

 

4.2 Identificação pelo MALDI TOF MS 

 

A preparação das amostras seguiu o protocolo de HIJAZIN et al. (2012). Em 

um microtubo com 300 µl de água ultrapura (Milli-Q®) adicionou-se uma alçada 

da colônia semeada em ágar sangue suplementado com 5% de sangue de 

carneiro desfibrinado, e agitou-se no vórtex por alguns segundos. Depois, 

adicionou-se 900 µl de etanol absoluto e centrifugou-se a 13.300 rotações por 

minuto (RPM) por 3 minutos e meio. Após descarte do sobrenadante, deixou-se 

os microtubos à temperatura ambiente para secagem do pellet. Adicionou-se 30 

µl de ácido fórmico 70% e incubou-se em temperatura ambiente por 3 minutos. 

Após agitação no vórtex, adicionou-se 30 µl de acetonitrila e incubou-se em 

temperatura ambiente por 1 minuto. Após uma nova agitação, a mistura foi 

novamente centrifugada a 13.300 RPM por 3 minutos e 30 µl do sobrenadante 

foi transferido a um microtubo novo e armazenado a – 20 °C.  

Para identificação pelo MALDI-TOF MS foi utilizado o espectrômetro de 

massa MicroflexTM (Bruker Daltonik) da Companhia Ambiental do Estado de São 

Paulo – CETESB. Para leitura, 1 µL de suspensão proteica foi transferido para a 

placa de aço inox de 96 poços. Após secagem em temperatura ambiente, foi 

adicionado sobre a amostra 1 µL da matrix (ácido α-ciano-4-hidróxido-cinamico). 

Para captura dos espectros proteicos foi utilizado o programa FlexControl™ 

(Bruker Daltonik) pelo método MTB_autoX. Para a identificação bacteriana pelo 

espectro proteico foi utilizado o programa BioTyper™ (MALDI Biotyper CA 
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Systems) 3.0 (Bruker Daltonik) a partir do qual foi realizada uma comparação 

dos espectros capturados para cada isolado com a biblioteca do fabricante. 

Desta comparação de presença/ausência de picos específicos por gênero e 

espécie bacteriana, obteve-se um valor de escore (log (score) value). O critério 

para interpretação do padrão da fabricante Bruker Daltonik foi utilizado neste 

estudo como segue: escores ≥ 2.0 foram aceitos para atribuição de espécie; e 

escores ≥ 1.7 e < 2.0 foram utilizados apenas para identificação de gênero.  

 

4.3 Extração de DNA  

 

A extração de DNA foi realizada com o kit DNeasy Blood and Tissue® 

(Qiagen) de acordo com protocolo determinado pelo fabricante. Foi feito um 

tratamento enzimático prévio do pellet com lisozima (20 mg/mL) incubada a 37° 

C por 40 minutos. As amostras de DNA foram armazenadas a – 20° C até o 

momento das análises.  

 

4.4 Reação em cadeia da polimerase 

 

A partir do DNA extraído foi realizada a reação em cadeia da polimerase 

(PCR) para confirmação da espécie Streptococcus dysgalactiae de acordo com 

o protocolo de RIFFON et al. (2001).  
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Tabela 1 – Iniciadores utilizados para identificação da espécie Streptococcus dysgalactiae. 
 

Fonte: RIFFON et. al (2001) 

 

A PCR foi realizada com o seguinte programa: um ciclo a 95° C por 15 

minutos, 30 ciclos de 95° C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 45 

segundos, e um ciclo final de 72°C por 5 minutos. A detecção do produto 

amplificado foi realizada através de eletroforese em gel de agarose a 1%, 

utilizando-se tampão TBE 0,5X (Tris-base 45 mM, ácido bórico 45 mM e EDTA 

1 mM, ph 8), corante Blue Green® (LGC Biotecnologia), e voltagem de 110 V 

durante 1 hora. Os fragmentos amplificados foram visualizados no sistema de 

fotodocumentação Gel Doc XR (Bio-Rad) e comparados ao marcador 100 pb 

DNA Ladder® (New England Bio Labs Inc.).  

 

4.5 Genotipagem por Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos 

Amplificados (AFLP) 

 

A técnica de AFLP foi realizada com uma única enzima de restrição - HindIII 

(New England Biolabs), seguindo o protocolo de MCLAUCHLIN et al. (2000). Os 

fragmentos de DNA foram corados com BlueGreen® (LGC Biotecnologia) e 

detectados por meio de eletroforese a 90V durante 4 horas em gel de agarose 

2%. As imagens foram capturadas sob iluminação UV pelo sistema Gel Doc XR 

Primers Sequência (5’ – 3’) 
Tamanho do produto 

amplificado (pb) 

Sdy 519 Forward GGCTCAACCACTNTACGCTT 

401 

Sdy 920 Reverse ATCTCTAGACCGGTCAGGAG 
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(Bio-Rad). Os fragmentos amplificados foram identificados com base no 

marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder® (New England Bio Labs Inc.).  

 

4.6 Caracterização do perfil de resistência aos antimicrobianos 

 

Para a determinação dos perfis de resistência a antimicrobianos foi realizada 

a microdiluição em caldo conforme os padrões definidos no documento do CLSI 

VET01S (2020) para determinação das concentrações inibitórias mínimas (CIM). 

Para tanto foi montado um painel em microplaca composto pelos seguintes 

antimicrobianos: ceftiofur, ampicilina, penicilina, doxiciclina, oxitetraciclina, 

florfenicol, marbofloxacina, enrofloxacina, gentamicina, neomicina, 

espectinomicina, clindamicina, tilosina, tilmicosina, tulatromicina, tiamulina, 

sulfadimetoxina, trimetoprima/sulfametoxazol. A Figura 1 ilustra a disposição e 

as concentrações dos respectivos antimicrobianos testados na microplaca.  

A turbidez do cultivo foi ajustada com solução salina estéril (0,9%) de modo 

a obter uma turbidez óptica comparável à da solução padrão 0,5 McFarland e 

confirmada em espectrofotômetro (~0,150 em OD 600 nm). Esta suspensão 

bacteriana ajustada possui aproximadamente 1 a 2 x 108 UFC/mL. Uma vez 

ajustada, a suspensão bacteriana foi diluída na ordem de 1:1000 em caldo 

Mueller Hinton II (Difco), suplementado com 5% de soro fetal bovino, de maneira 

a obter uma concentração final de, aproximadamente, 5 x 105 UFC/mL. A partir 

desta suspensão, 50 μL foram então distribuídos em cada poço da microplaca. 

Após a distribuição do inóculo na placa, esta foi selada com adesivo e incubada 

a 37ºC por 24 horas.  
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As concentrações inibitórias mínimas foram aferidas visualmente como as 

menores contrações dos antimicrobianos nos poços sem crescimento bacteriano 

(sem a formação de botão). Foi utilizada como controle de qualidade a estirpe 

de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, conforme preconizado pelo 

documento VET01S (2020). Para a determinação do perfil de resistência aos 

antimicrobianos, foram utilizados os pontos de corte descritos nos documentos 

VET01S (2020) e M100 Ed32 (CLSI, 2022) e apresentados na tabela 2. A 

determinação da multirresistência foi realizada conforme descrito for 

SCHWARTZ et al. (2010).  

 

Figura 1 – Esquema de distribuição dos antimicrobianos no painel utilizado para a realização 

da microdiluição em caldo. Concentração de antimicrobianos em µg/mL. 

Legenda: AMP – Ampicilina, CLIN – Clindamicina, DOX – Doxiciclina, ENO – Enrofloxacina, GEN 
– Gentamicina, MAR – Marbofloxacina, NEO – Neomicina, OXI – Oxitetraciclina, PEN – 
Penicilina, SPE – Espectinomicina, SUL – Sulfadimetoxina, SXT – Trimetoprima/sulfametoxazol, 
TIA – Tiamulina, TIL – Tilmicosina, TIO – Ceftiofur, TUL – Tulatromicina, TYL – Tilosina, POS – 
controle positivo (apenas crescimento bacteriano).  
Fonte: MATAJIRA, C. E. C. (2019).  
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Tabela 2 – Concentrações de antimicrobianos testados, amplitude e pontos de corte empregados 
para classificação dos resultados obtidos. 

 

Antimicrobiano 
Amplitude 

(µg/mL) 

Pontos de corte 

Sensível Intermediário Resistente 

Ceftiofur 0,25 – 8 ≤2 4 ≥8 

Ampicilina 0,25 - 16 ≤0,25 0,5 ≥1,0 

Penicilina 0,12 – 1 ≤0,12 - ≥0,25 

Doxiciclina 0,5 - 8 ≤0,5 1 ≥2 

Oxitetraciclina 0,5 - 8 ≤0,5 1 ≥2 

Marbofloxacina 0,06 - 4 ≤1 2 ≥4 

Enrofloxacina 0,12 - 4 ≤0,5 1 e 2 ≥4 

Florfenicol 0,25 - 8 ≤2 4 ≥8 

Espectinomicina 8 - 128 ≤32 64 ≥128 

Gentamicina 1 - 16 ≤2 4 ≥8 

Neomicina 4 - 32 ≤8 - - 

Clindamicina 0,25 - 8 ≤0,25 0,5 ≥1 

Tilosina 0,5 - 32 ≤1 2 ≥4 

Tilmicosina 4 - 64 ≤8 16 ≥32 

Tulatromicina 1 - 64 ≤16 32 ≥64 

Tiamulina 0,5 - 32 ≤16 - ≥32 

Sulfadimetoxina 256 ≤256 - ≥512 

Trimetoprim/ Sulfametoxazol 2/38 ≤2/38 - ≥4/76 
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4.7 Análise estatística  

 

Para a análise de agrupamento dos perfis de fragmentos amplificados (AFLP) 

e do perfil de resistência antimicrobiana foi utilizado o programa Bionumerics 7.6 

(Applied Maths). Os perfis de resistência foram transformados em dados binários 

e para a análise de agrupamento dos perfis foi construído um dendrograma 

utilizando o coeficiente de “different values” e o método de Ward. O dendrograma 

do AFLP foi construído utilizando o coeficiente de Dice e o método de UPGMA 

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). O ponto de corte de 90% 

de similaridade genética foi utilizado para determinação dos agrupamentos 

(genótipos) obtidos (VAN BELKUM et al., 2007).  
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Caracterização dos Isolados Bacterianos 

 

As 92 estirpes reativadas tiveram sua identificação confirmada como 

Streptococcus dysgalactiae por MALDI-TOF MS e por PCR. A distribuição dos 

isolados de acordo com a espécie animal, Estado de origem e ano de isolamento 

é descrita nas tabelas 3, 4 e 5. O tipo de hemólise observado no plaqueamento 

em ágar sangue de carneiro desfibrinado é descrito na tabela 6 e ilustrada pela 

figura 2. No período avaliado, foi selecionada uma maior concentração de 

amostras vindas dos estados de São Paulo (47,8%) e Mato Grosso (40,2%) e 

dos anos de 2018 (41,3%) e 2019 (38%). Todos os isolados bovinos 

apresentaram alfa-hemólise e 89,7% dos isolados suínos apresentaram beta-

hemólise.  

 

Tabela 3 – Distribuição das estirpes avaliadas segundo a espécie animal de origem.  

Espécie N° estirpes Porcentagem (%) 

Suína 49 53,2 

Bovina 43 46,8 

Total 92 100 
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Tabela 4 - Distribuição das estirpes avaliadas de acordo com o Estado de origem. 

Estado N° estirpes Porcentagem (%) 

São Paulo 44 47,8 

Mato Grosso 37 40,2 

Minas Gerais 8 8,7 

Paraná 3 3,3 

Total 92 100 

 

Tabela 5 - Distribuição das estirpes avaliadas segundo o ano de isolamento. 

Ano de isolamento N ° estirpes Porcentagem (%) 

2019 35 38 

2018 38 41,3 

2017 8 8,7 

2015 11 12 

Total 92 100 

 

Tabela 6 – Tipo de hemólise observada nas estirpes de acordo com a origem.  
 

Tipo de Hemólise 
Estirpe Suína 

N (%) 
Estirpe Bovina 

N (%) 
Total estirpes 

N (%) 

Alfa (Parcial) 4 (4,3) 43 (46,7) 47 (51) 

Beta (Total) 44 (47,8) 0 44 (47,8) 

Gama (não hemolítico) 1 (1,2) 0 1 (1,2) 

Total 49 43 92 (100) 

 

  



44 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      Fonte: Norte, A.P.C. (2023). 

 

A Tabela 7 descreve os sítios de isolamento das estirpes avaliadas, sendo 

estas provenientes de quadros de pneumonia, artrite, metrite, abscesso, 

pododermatite e mastite. No caso das estirpes de origem bovina, a maioria 

(60,46%) é proveniente de quadros de mastite, e no caso das estirpes de origem 

suína, a maioria é de quadros de metrite (87,7%).  

 

 

Figura 2 – Placa de ágar sangue com crescimento de estirpes de 
Streptococcus dysgalactiae beta-hemolítico do lado esquerdo e alfa-

hemolítico do lado direito. 

Beta-hemólise 

Alfa-hemólise 
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Tabela 7 – Frequência das estirpes estudadas de acordo com o sítio de isolamento.  

Quadros clínicos 
Estirpe suína 

N (%) 
Estirpe bovina 

N (%) 
Total 
N (%) 

Abscesso 2 (4,0) 0 2 (2,17) 

Pneumonia 3 (6,12) 0 3 (3,26) 

Metrite 43 (87,7) 6 (13,95) 49 (53,26) 

Mastite 0 26 (60,46) 26 (28,26) 

Pododermatite 0 11 (25,59) 11 (11,95) 

Artrite 1 (2,0) 0 1 (1,1) 

Total 49 (100) 43 (100) 92 (100) 

 

 

5.2 Análise do polimorfismo do comprimento de fragmentos amplificados 

(AFLP)  

Na caracterização pelo AFLP foram identificados 18 perfis (A1 a A18). A 

análise do agrupamento está apresentada na Figura 3. Os maiores 

agrupamentos encontrados foram o A5 com 18 isolados (19,5% do total) e o A15 

com 13 isolados (14,1 % do total). Enquanto o agrupamento A5 refere-se às 

estirpes de origem suína de casos de metrite do ano de 2018 e em sua maioria 

do estado do Mato Grosso, o agrupamento A15 refere-se às estirpes de origem 

bovina provenientes de quadros de mastite do ano de 2019 do estado de São 

Paulo.  

Os perfis foram divididos em dois agrupamentos principais com pouco mais 

de 75% de similaridade. Nesses agrupamentos houve a separação das estirpes 

de origem suína e de origem bovina em ramificações distintas. Os perfis A1 ao 

A10 correspondem às estirpes de origem suína e os perfis A11 ao A17 reúnem 

estirpes de origem bovina. Duas estirpes de origem bovina provenientes de um 

animal com quadro de mastite se destacaram destes dois agrupamentos e foram 
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isoladas em uma ramificação denominada perfil A18, com 65% de similaridade 

em relação às outras estirpes.  

As estirpes de origem bovina foram reunidas de acordo com o rebanho e o 

animal de origem, como pode ser observado nos perfis A12, A13, A15, A17 e 

A19. Já as estirpes de origem suína apresentaram maior heterogeneidade, com 

isolados do mesmo rebanho sendo distribuídos em perfis diferentes. O rebanho 

12 possui isolados dos perfis A4, A5, A6, A9 e A10. O rebanho 13 possui isolados 

dos perfis A1, A3, A5, A6, A7 e A10. Além disso, estirpes do mesmo animal 

apresentaram perfis genotípicos diferentes, como o animal 42 que possui os 

perfis A4 e A9, e o animal 43 que possui os perfis A5 e A10.  
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Figura 3 – Dendrograma ilustrando as relações entre os perfis de restrição de Streptococcus 
dysgalactiae pela técnica do AFLP.    
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Figura 4 - Dendrograma correlacionando os genótipos de AFLP dos isolados de Streptococcus 
dysgalactiae com a concentração inibitória mínima. 
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5.3 Caracterização da resistência antimicrobiana 

 

Não houve correlação direta entre os perfis genotípicos obtidos no AFLP e 

os perfis de resistência observados na determinação da concentração inibitória 

mínima, como pode ser observado na Figura 4. No entanto é possível observar 

nessa figura que as estirpes de origem suína apresentam maiores níveis de 

resistência que as estirpes de origem bovina. As taxas de resistência aos 

antimicrobianos testados e os valores de CIM 50 e CIM 90 estão descritos nas 

tabelas 8 e 9. Em relação às estirpes de origem bovina, a maior frequência de 

resistência observada foi à neomicina (62,8%), seguido da gentamicina (34,9%), 

e oxitetraciclina (25,6%). Observa-se baixa resistência à doxiciclina, 

macrolídeos, clindamicina e tilosina. Apenas uma estirpe de mastite teve 

resistência à ampicilina, penicilina e florfenicol. Em relação às sulfonamidas, uma 

estirpe de mastite teve resistência tanto à trimetoprima/sulfametoxazol como à 

sulfadimetoxina. Todas as estirpes foram sensíveis às fluoroquinolonas, 

ceftiofur, espectinomicina e tiamulina. Doze estirpes foram sensíveis a todos os 

antimicrobianos testados.  

Todas as estirpes de origem suína foram resistentes à doxiciclina, 

oxitetraciclina e clindamicina. Além disso, observou-se alta frequência de 

resistência aos macrolídeos, pleuromutilina, espectinomicina e neomicina. As 

fluoroquinolonas, florfenicol e gentamicina tiveram frequência de resistência 

intermediária. Todos as estirpes foram sensíveis aos beta-lactâmicos e à 

associação trimetoprima/sulfametoxazol.  

O Gráfico 1 e as Tabelas 8 e 9 evidenciam a maior ocorrência de resistência 

nas estirpes suínas comparado às estirpes bovinas. No Gráfico 1 não foram 
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incluídos os resultados obtidos com o antimicrobiano ceftiofur, da classe dos 

beta-lactâmicos, pois os índices de resistência observados em todas as estirpes 

foram iguais a zero.  

 

Gráfico 1 – Taxas de resistência observadas nas estirpes de S. dysgalactiae isoladas de suínos 
e bovinos frente aos antimicrobianos testados. 

 

 

Fonte: Norte, A.P.C. (2023).  
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Tabela 8 - Distribuição das estirpes de S. dysgalactiae de origem bovina segundo os valores de CIM, valores de CIM 50 e CIM 90, e frequências de resistência 
identificadas. 

 

* As células a direita das barras laterais indicam os valores a partir dos quais as estirpes são consideradas resistentes. 

 

 

 

  

Antimicrobianos Número de cepas – Bovinos* CIM 50 
(µg/mL) 

CIM 90 
(µg/mL) 

Res 
% CIM (µg/ml) ≤0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 >128 

Ceftiofur   42 0 1 0 0 0      ≤0,25 ≤0,25 0 

Ampicilina   42 0 0 0 0 0 1     ≤0,25 ≤0,25 2,3 

Penicilina  42 0 0 1         ≤0,12 ≤0,12 2,3 

Doxiciclina    35 1 0 4 3      ≤0,5 4 16,3 

Oxitetraciclina    19 13 4 0 1 6     1 >8 25,6 

Florfenicol   0 2 18 22 0 0 1     2 2 2,3 

Marbofloxacina 1 2 3 17 20 0 0 0      0,5 1 0 

Enrofloxacina  3 12 22 6 0 0 0      0,5 1 0 

Gentamicina     13 15 14 0 1 0    2 4 34,9 

Neomicina       10 6 18 9 0   16 32 62,8 

Espectinomicina        29 12 1 1 0 0 ≤8 16 0 

Clindamicina   37 0 0 0 0 0 6     0,25 >8 13,9 

Tilmicosina       39 0 0 1 1 2  4 4 9,3 

Tulatromicina     37 1 1 0 0 0 0 4  ≤1 4 9,3 

Tilosina    36 0 1 0 0 0 0 6   0,5 >32 16,3 

Tiamulina    42 1 0 0 0 0 0 0   0,5 0,5 0 

CIM (µg/ml) 
 

≤256   >256  
CIM*50 
(µg/mL) 

CIM*90 
(µg/mL) 

Res 
% 

Sulfadimetoxina 
 

41   2  ≤256 ≤256 4,6 

CIM (µg/ml)  ≤2/38   >2/38  
CIM*50 
(µg/mL) 

CIM*90 
(µg/mL) 

Res 
% 

Trimetoprima/sulfametoxazol 
 

42   1  ≤2/38 ≤2/38 2,3 
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Tabela 9 - Distribuição das estirpes de S. dysgalactiae de origem suína segundo os valores de CIM, valores de CIM 50 e CIM 90, e frequências de resistência 
identificadas. 

Antimicrobianos Número de cepas – Suínos* CIM 50 
(µg/mL) 

CIM 90 
(µg/mL) 

Res 
% CIM (µg/ml) ≤0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 >128 

Ceftiofur   49 0 0 0 0 0 0     ≤0,25 ≤0,25 0 

Ampicilina   49 0 0 0 0 0 0 0    ≤0,25 ≤0,25 0 

Penicilina  49 0 0 0 0        ≤0,12 ≤0,12 0 

Doxiciclina    0 0 1 5 31 12     8 >8 100 

Oxitetraciclina    0 0 0 0 0 49     >8 >8 100 

Florfenicol   0 1 2 29 1 0 16     2 >8 32,6 

Marbofloxacina 0 0 0 2 5 20 18 4      2 4 44,9 

Enrofloxacina  0 2 5 3 25 10 4      2 4 28,6 

Gentamicina     5 11 19 7 3 4    4 16 28,6 

Neomicina       8 5 6 13 17   32 64 83,7 

Espectinomicina        1 6 2 0 0 40 >128 >128 81,6 

Clindamicina   0 0 1 1 5 2 40     >8 >8 100 

Tilmicosina       12 1 2 0 0 34  >64 >64 69,4 

Tulatromicina     5 5 0 0 0 1 1 37  >64 >64 77,5 

Tilosina    10 0 1 2 1 0 1 34   >32 >32 77,5 

Tiamulina    0 0 0 1 0 1 13 34   >32 >32 95,9 

* As células a direita das barras laterais indicam os valores a partir dos quais as estirpes são consideradas resistentes. 

 

 

 

CIM (µg/ml) 
 

≤256   >256  
CIM*50 
(µg/mL) 

CIM*90 
(µg/mL) 

Res 
% 

Sulfadimetoxina 
 

44   5  ≤256 ≤256 10,2 

CIM (µg/ml)  ≤2/38   >2/38  
CIM*50 
(µg/mL) 

CIM*90 
(µg/mL) 

Res 
% 

Trimetoprima/sulfametoxazol 
 

49   0  ≤2/38 ≤2/38 0 
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Considerando-se o critério de multirresistência como a resistência a três ou 

mais classes de antimicrobianos de acordo com SCHWARZ et. al (2010), 59,7% 

das estirpes foram caracterizadas como multirresistentes, de acordo com as 

Tabelas 10 e 11. Em relação à espécie de origem do isolamento, 100% das 

estirpes suínas e 14% das estirpes bovinas são multirresistentes. Das estirpes 

bovinas multirresistentes, quatro são de pododermatite e duas de mastite. Como 

observa-se na Figura 5, as estirpes de pododermatite são resistentes às 

tetraciclinas, neomicina, clindamicina e macrolídeos; são do rebanho 7 e 

possuem os perfis genotípicos A16 e A17. As duas estirpes multirresistentes de 

mastite são do rebanho 10 e do perfil genotípico A15. Das estirpes suínas 

multirresistentes, 85,6% são resistentes a cinco ou mais classes de 

antimicrobianos das nove classes testadas. As treze estirpes suínas com maior 

nível de resistência são em sua maioria de metrite e do estado do Mato Grosso, 

exceto duas estirpes de metrite do estado de Minas Gerais, uma estirpe de 

metrite de São Paulo e uma estirpe de pneumonia do Mato Grosso.  
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Tabela 10 – Comparação entre as taxas de resistência de S. dysgalactiae isoladas de 
bovinos e suínos frente aos antimicrobianos testados. 

1 Probabilidade pelo teste de Qui-quadrado ou teste exato de Fisher (*). 

Tabela 11 - Distribuição das estirpes estudadas segundo origem de isolamento e o número de 
classes de antimicrobianos as quais se observou resistência. 

 

  

Classe Antimicrobiano 
Bovino Suíno  

p valor1 
N (%) N (%) 

Beta lactâmico 

Ceftiofur 0 0 0 0 1,0* 

Ampicilina 1 2,3 0 0 0,467* 

Penicilina 1 2,3 0 0 0,467* 

Tetraciclina 
Doxiciclina 7 16,3 49 100 < 0,001 

Oxitetraciclina 11 25,6 49 100 < 0,001 

Fluoroquinolonas 
Marbofloxacina 0 0 22 44,9 < 0,001 

Enrofloxacina 0 0 14 28,6 < 0,001 

Aminoglicosídeos 

Gentamicina 15 34,9 14 28,6 0,002 

Neomicina 27 62,8 41 83,7 0,271 

Espectinomicina 0 0 40 81,6 < 0,001 

Fenicóis Florfenicol 1 2,3 16 32,6 < 0,001 

Sulfas 
Sulfadimetoxina 2 4,6 5 10,2 0,442* 

Trimetoprima/ sulfametoxazol 1 2,3 0 0 0,467* 

Lincosamidas Clindamicina 6 13,9 49 100 < 0,001 

Pleuromutilinas Tiamulina 0 0 47 95,9 < 0,001 

Macrolídeos 

Tilmicosina 4 9,3 34 69,4 < 0,001 

Tilosina 4 9,3 38 77,5 < 0,001 

Tulatromicina 7 16,3 38 77,5 < 0,001 

Resistência 
Isolado suíno 

N (%) 
Isolado bovino 

N (%) 
Total 
N (%) 

0 classes 0 12 (28) 12 (13,1) 

1 classe 0 19 (44) 19 (20,7) 

2 classes 0 6 (14) 6 (6,5) 

3 classes 3 (6,3) 1 (2,3) 4 (4,3) 

4 classes 4 (8,1) 4 (9,4) 8 (8,7) 

5 classes 16 (32,6) 1 (2,3) 17 (18,5) 

6 classes 13 (26,5) 0 13 (14,1) 

7 classes 13 (26,5) 0 13 (14,1) 
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A partir dos resultados de concentração inibitória mínima (Figura 5), 

identificou-se os perfis de resistência antimicrobiana que distinguiu as estirpes 

bovinas e suínas em, respectivamente, 10 e 29 grupos. Como observado na 

tabela 12, 27,9% das estirpes bovinas foram sensíveis a todos os 

antimicrobianos e 41,9% foram resistentes apenas à neomicina. Oito estirpes 

são multirresistentes e possuem resistência em comum à oxitetraciclina. As 

quatro estirpes com resistência a sete antimicrobianos são provenientes de 

pododermatite do mesmo animal e rebanho isolados no ano de 2015. Elas 

possuem resistência às tetraciclinas e macrolídeos. Já a estirpe com resistência 

a seis antimicrobianos é proveniente de um quadro de mastite isolado em 2019. 

É a única estirpe do estudo com resistência à penicilina e ampicilina. As estirpes 

suínas, contrariamente, apresentam grande variabilidade de perfis de 

resistência, como observado na tabela 13. Os agrupamentos P9 e P25 são os 

mais numerosos, com sete e quatro estirpes respectivamente. Ambos possuem 

resistência às tetraciclinas, clindamicina, tiamulina, espectinomicina e 

macrolídeos e são provenientes de quadros de metrite isolados em 2018. 

Curiosamente, das onze estirpes, dez são do estado do Mato Grosso e uma do 

estado de São Paulo, sendo a última do agrupamento P25.   
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Figura 5 - Dendrograma ilustrando as relações entre as concentrações inibitórias mínimas das 
estirpes de Streptococcus dysgalactiae.  
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Tabela 12 - Perfis de resistência antimicrobiana das estirpes de Streptococcus dysgalactiae de 
origem bovina. 

 

 

 

 

  

Bovino Perfil N (%) 

P1 - 12 (27,9) 

P2 NEO 18 (41,9) 

P3 NEO/SUL 1 (2,3) 

P4 OXI/ NEO/SXT/SUL 1 (2,3) 

P5 DOX/OXI/ NEO 2 (4,7) 

P6 OXI/NEO 1 (2,3) 

P7 

P8 

P9 

P10 

OXI/DOX 

CLI/TYL 

AMP/PEN/OXI/FLOR/GEN/TYL 

OXI/DOX/NEO/CLI/TIL/TUL/TYL 

1 (2,3) 

2 (4,7) 

1 (2,3) 

4 (9,3) 

  43 (100) 
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Tabela 13 – Perfis de resistência antimicrobiana das estirpes de Streptococcus dysgalactiae de  
origem suína.  
 

 
 

 

 

 

 

Suíno Perfil N (%) 

P1 

P2 

P3 

P4 

P5 

P6 

P7 

P8 

P9 

P10 

P11 

P12 

P13 

P14 

P15 

P16 

P17 

P18 

P19 

P20 

P21 

P22 

P23 

P24 

P25 

P26 

P27 

P28 

P29 

DOX/OXI/CLI/TIA 

DOX/OXI/CLI/SPE/NEO 

DOX/OXI/CLI/TIA/NEO 

DOX/OXI/CLI/TIA/SPE 

DOX/OXI/CLI/TIA/GEN/SPE 

DOX/OXI/CLI/NEO/SPE/TIA/MAR 

DOX/OXI/CLI/TIA/TYL/TUL/TIL 

DOX/OXI/CLI/TIA/NEO/GEN/SUL 

DOX/OXI/CLI/TIA/SPE/TYL/TUL/TIL 

DOX/OXI/CLI/TIA/NEO/SPE/ENO/MAR 

DOX/OXI/CLI/TIA/GEN/TYL/TUL/TIL 

DOX/OXI/CLI/TIA/NEO/SPE/TYL/TUL/TIL 

DOX/OXI/CLI/TIA/MAR/SPE/TYL/TUL/TIL 

DOX/OXI/CLI/TIA/FLOR/NEO/SPE/TYL/TUL 

DOX/OXI/CLI/TIA/FLOR/NEO/SPE/TYL/TUL/TIL 

DOX/OXI/CLI/TIA/GEN/NEO/TYL/TUL/TIL/SUL 

DOX/OXI/CLI/TIA/MAR/NEO/SPE/TYL/TUL/TIL 

DOX/OXI/CLI/TIA/FLOR/NEO/SPE/TYL/TIL/ENO 

DOX/OXI/CLI/TIA/FLOR/GEN/NEO/TYL/TUL/SUL 

DOX/OXI/CLI/TIA/GEN/NEO/SPE/TYL/TUL/TIL 

DOX/OXI/CLI/TIA/MAR/NEO/SPE/ENO/TYL/TUL/TIL 

DOX/OXI/CLI/TIA/FLOR/MAR/GEN/NEO/ENO/TYL/TIL 

DOX/OXI/CLI/TIA/FLOR/MAR/GEN/NEO/TYL/TUL/TIL 

DOX/OXI/CLI/TIA/FLOR/GEN/NEO/SPE/TYL/TUL/TIL 

DOX/OXI/CLI/TIA/FLOR/MAR/NEO/ENO/SPE/TYL/TUL/TIL 

DOX/OXI/CLI/TIA/MAR/NEO/ENO/SPE/TYL/TUL/TIL/SUL 

DOX/OXI/CLI/TIA/FLOR/MAR/ENO/GEN/NEO/SPE/TYL/TUL 

DOX/OXI/CLI/TIA/FLOR/MAR/GEN/NEO/SPE/TYL/TUL/TIL 

DOX/OXI/CLI/TIA/FLOR/MAR/ENO/GEN/NEO/SPE/TYL/TUL/TIL 

1 (2) 

2 (4,2) 

1 (2) 

1 (2) 

1 (2) 

2 (4,2) 

1 (2) 

1 (2) 

7 (14,3) 

1 (2) 

1 (2) 

3 (6,1) 

2 (4,2) 

1 (2) 

2 (4,2) 

2 (4,2) 

2 (4,2) 

1 (2) 

1 (2) 

1 (2) 

3 (6,1) 

1 (2) 

1 (2) 

1 (2) 

4 (8,1) 

1 (2) 

1 (2) 

1 (2) 

2 (4,2) 

  49 (100) 
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6. DISCUSSÃO 

Streptococcus dysgalactiae é considerada uma bactéria comensal de animais 

e humanos, entretanto é oportunista e potencialmente patogênica, e está 

associada a diversas doenças invasivas ou não de importância clínica. Todas as 

estirpes bovinas foram isoladas no estado de São Paulo, que responde por 5% 

da produção leiteira nacional e importa 38% do volume total de lácteos do país 

(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATÍSTICA, 2017). A base da 

cadeia de leite paulista é composta por produtores de diferentes níveis 

tecnológicos, distribuídos entre pequenos, médios e grandes produtores 

(INSTITUTO DE ECONOMIA AGRÍCOLA, 2018). No Brasil, dados mostram 

baixa prevalência de mastite clínica por Streptococcus dysgalactiae, 

representando entre 2 e 6% dos casos (BETTANIN et al., 2019; OLIVEIRA et al., 

2015; OLIVEIRA et al., 2022; SALINA et al., 2017; SOUTO et al., 2011). Estudos 

europeus e asiáticos mostram uma prevalência entre 5 e 10%. Entretanto, 

LANGONI et al. (2011) encontrou 11,9% de prevalência em amostras de mastite 

subclínica coletadas em dez propriedades do estado de São Paulo. Ademais, 

muitos estudos classificam resultados microbiológicos de mastite como 

Streptococcus não agalactiae ou simplesmente do gênero Streptococcus. Logo, 

a prevalência de mastite por este agente pode ser subestimada.  

A subespécie dysgalactiae é encontrado nas tonsilas, cavidade oral, trato 

reprodutivo (OLIVER; PIGHETTI, 2002), pele e em feridas (SMISTAD et al., 

2022) de bovinos. Apesar de MUSKENS, MAANEN e MARS (2011) isolarem a 

bactéria em 11% de amostras de útero de vacas com metrite, este quadro 

infeccioso é geralmente causado por infecções mistas por Escherichia coli, 

Fusobacterium necrophorum e Trueperella pyogenes (ORDELL et al., 2016). Já 
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as pododermatites infecciosas têm sido associadas à presença de Treponema 

spp. em associação com outros microrganismos, como Bacteroides spp., 

Campylobacter spp. e Borrelia spp. (KRULL et al., 2014), e Fusobacterium 

necrophorum e Dichelobacter nodosus nos casos de pododermatite necrosante 

(SILVA et al., 1999). O isolamento de Streptococcus dysgalactiae proveniente de 

metrite e pododermatite pode ser, portanto, exemplos de quadros de infecção 

oportunista. SMISTAD et al. (2022) também isolaram o agente de amostras 

obtidas das instalações e do ambiente, e estes locais podem exercer um papel 

importante na manutenção e transmissão de S. dysgalactiae.  

As estirpes suínas foram isoladas em 75% dos casos no estado de Mato 

Grosso, o quinto maior produtor de suínos no país. A suinocultura do estado 

possui 75% da sua produção concentrada em criações comerciais e 25% em 

criações de subsistência (INSTITUTO DE DEFESA AGROPECUÁRIA DO 

MATO GROSSO, 2019). Não há estudos sobre a prevalência ou impacto da 

infecção por Streptococcus dysgalactiae em suínos no Brasil. A subespécie 

equisimilis está presente em secreções nasais, tonsilas, secreções vaginais e 

prepuciais, e no leite (GOTTSCHALK; SEGURA, 2019). Apesar da presença 

comensal da bactéria em secreções vaginais, RENZHAMMER et al. (2020) 

isolaram a subespécie em 49% do trato gênito-urinário de fêmeas com 

desordens reprodutivas ou aborto. POOR et al. (2022) identificaram S. 

dysgalactiae com maior frequência em porcas com descarga vaginal purulenta 

comparado às porcas saudáveis, porém sem diferença estatística. KIEFER et al. 

(2021) encontraram maior frequência de S. dysgalactiae em porcas com risco 

aumentado de prolapso de órgão pélvico. As metrites são o resultado de 

infecções por bactérias gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella spp., 
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Proteus spp.) ou gram-positivas (Streptococcus spp., Staphylococcus spp.; 

Enterococcus spp., Trueperella pyogenes) por falha de higiene durante o 

processo de inseminação e durante o parto (ALTHOUSE; KAUFFOLD; 

ROSSOW, 2019). Como quase 90% das amostras de suínos do presente estudo 

vieram de porcas com descarga vaginal purulenta, sugere-se uma provável 

associação etiológica de caráter oportunista.  

Casos de pneumonia por Streptococcus dysgalactiae subespécie equisimilis 

são mais descritos em humanos, em que a provável origem seria pela aspiração 

da microbiota da orofaringe e redução das funções de deglutição e tosse em 

pacientes idosos (TAKAHASHI et. al., 2010). A bactéria também foi isolada de 

cavalos com histórico de doença respiratória semelhante à adenite equina 

(LAUS et al., 2007), e faz parte da microbiota da pele e superfícies mucosas 

(TIMONEY, 2004). Em suínos, RENZHAMMER et al. (2020) também isolaram S. 

dysgalactiae no trato respiratório inferior de animais com manifestações clínicas. 

Logo, há um potencial envolvimento da bactéria no desenvolvimento de 

infecções respiratórias que deve ser investigado.   

O diagnóstico de infecção por Streptococcus dysgalactiae pode ser feito por 

isolamento do agente e métodos moleculares baseados em DNA, como a PCR 

(KABELITZ et al., 2021). Apesar da identificação fenotípica ser demorada e gerar 

resultados imprecisos (MORICONI et al., 2017), muitos estudos fazem apenas a 

identificação bioquímica através de análises laboratoriais convencionais ou uso 

de kit comerciais (BAGCIGIL et al., 2013; BENGSTSSON et al., 2009; KATSUMI 

et al., 1998; LUNDBERG et al., 2016; MINST et al., 2012; WENTE, KROMKER, 

2020; ZORIC et al., 2009).  
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A espectrometria de massa (MALDI-TOF MS) é uma técnica de identificação 

rápida e com bom custo-benefício que é cada vez mais utilizada nos laboratórios 

de diagnóstico (KURBAN et al., 2022). RENZHAMMER et al. (2020), DE 

OLIVEIRA et al. (2022) e WOUDSTRA et al. (2023) utilizaram apenas o MALDI-

TOF para identificação de Streptococcus dysgalactiae. Alguns estudos atentam 

para possíveis limitações na identificação de algumas espécies pela similaridade 

dos perfis de proteína ribossomal. Essa similaridade parece ser observada entre 

S. dysgalactiae, Streptococcus equi, Streptococcus canis e Streptococcus 

pyogenes. PEREZ-SANCHO et al. (2017) reportaram S. equi, S. canis ou S. 

pyogenes como segunda identificação mais provável em 5 de 8 isolados de S. 

dysgalactiae, com valor de especificidade de 37,5%. SCHULTHESS et al. (2013) 

também descreveram uma baixa taxa de identificação de S. dysgalactiae pelo 

MALDI-TOF utilizando a versão 2.0 da plataforma Biotyper. No presente estudo, 

alguns resultados obtidos apresentaram mistura (mix) entre as espécies 

Streptococcus canis e Streptococcus dysgalactiae. Com a finalidade de 

discriminar os possíveis casos de identificação duvidosa foi utilizada a PCR para 

confirmação da espécie S. dysgalactiae. Todas as estirpes foram positivas. 

Apesar desses casos em que a confirmação posterior se faz necessária, a 

triagem dos isolados pelo MALDI-TOF MS tem possibilitado a realização de 

estudos epidemiológicos em uma velocidade nunca imaginada anteriormente 

(MATAJIRA et al., 2017; ALNAKIP et al, 2020).  

Outro método molecular utilizado para identificação de espécie e que permite 

a diferenciação entre as subespécies é o sequenciamento parcial do gene 16S 

rRNA (ALVES-BARROCO et al., 2021; KASUYA et al., 2014; MORENO et al., 

2016a; OH et al., 2018; RATO et al., 2013; SHEN et al., 2021; ZHANG et al., 
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2018). Essa ferramenta é confiável e robusta para a identificação de membros 

do gênero Streptococcus, entretanto ainda tem um custo elevado por amostra e 

requer técnicos especializados para realização da análise (ALNAKIP et al., 

2020). A diferenciação da S. dysgalactiae subespécie equisimilis e S. 

dysgalactiae subespécie dysgalactiae é realizada com maior segurança pelo 

sequenciamento parcial do gene 16S rRNA ou sequenciamento do genoma 

completo. Há estudos propondo a diferenciação da subespécie equisimilis pela 

PCR, no entanto os primers descritos até o momento quando avaliados frente 

aos genomas da subespécie depositados nos bancos de dados não se mostram 

capazes de identificar todos os isolados (PREZIUSO et al, 2010).  

A determinação do tipo de hemólise é uma importante forma de identificação 

dos estreptococos, uma vez que essa característica costuma ser associada à 

patogenicidade dos isolados. Estirpes beta-hemolíticas, por exemplo, seriam 

mais virulentas. O agrupamento proposto para os isolados de Streptococcus 

dysgalactiae e suas subespécies deu-se de acordo não apenas por 

características fenotípicas, mas principalmente pelas espécies de origem 

(FACKLAM, 2022; QUINN et al., 1999, BERT et al., 1997). No presente estudo 

observou-se que todas as estirpes de origem bovina apresentaram alfa-hemólise 

(43/43) e a maioria das estirpes suínas apresentaram beta-hemólise (44/49), o 

que condiz com a classificação proposta por VIEIRA et al. (1998) que sugere 

associar as subespécies com o tipo de hemólise: a subespécie equisimilis 

apresenta beta-hemólise e a subespécie dysgalactiae alfa-hemólise. As estirpes 

isoladas de suínos apresentaram maior variação no padrão de hemólise, com 

quatro estirpes alfa-hemolíticas (4/49) e uma não hemolítica (1/49). Essa 

variação condiz com estudo de MORENO et al. (2016a), que avaliaram 17 
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isolados suínos de S. dysgalactiae e identificaram 14 estirpes de S. dysgalactiae 

subespécie equisimilis (beta-hemolíticas) e 3 estirpes de S. dysgalactiae 

subespécie dysgalactiae (alfa-hemolíticas). Todavia, a subespécie dysgalactiae 

também pode produzir beta-hemólise (JENSEN; KILLIAN, 2012), portanto 

apenas o tipo de hemólise não é uma forma apropriada de classificação em 

subespécies. O uso apenas do tipo de hemólise para classificação na rotina 

laboratorial pode levar a erros de identificação (ALVES-BARROCO et al., 2022).  

Em 1984, FARROW e COLLINS propuseram a junção das espécies S. 

dysgalactiae e S. equisimilis em uma mesma espécie (S. dysgalactiae) devido 

as similaridades genômicas das estirpes nos estudos baseados em hibridização 

de DNA, e testes bioquímicos, sugerindo a criação de duas subespécies 

(dysgalactiae e equisimilis) dentro da espécie dysgalactiae. Entretanto, há uma 

grande variabilidade de características apresentadas pelas estirpes dentro da 

espécie, como tipo de hemólise, patogenicidade, potencial zoonótico e tipo de 

hospedeiro acometido. Estudos mais recentes de filogenia atestam importantes 

diferenças gerando algumas discussões na literatura atual. ALVES-BARROCO 

et al. (2021) encontraram maior homologia entre estirpes das subespécies 

dysgalactiae de espécies não-bovinas e subespécie equisimilis na análise 

filogenética por MLSA e pelo gene SagA. Isso implica em uma maior divergência 

das estirpes bovinas da subespécie dysgalactiae em relação às outras estirpes 

de S. dysgalactiae isoladas de outros hospedeiros. Ademais, XU et al. (2021) 

também encontraram maior homologia entre estirpes de S. dysgalactiae de 

origem suína, humana e de peixes, que formaram um cluster na árvore 

filogenética baseada no genoma core. As estirpes bovinas da subespécie 

dysgalactiae formaram um cluster separado. Por fim, PORCELLATO et al. (2021) 
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analisaram estirpes bovinas e ovinas da subespécie dysgalactiae e estirpes 

humanas, de cães, suínos, peixes e equinos da subespécie equisimilis. Eles 

concluíram que a divisão filogenética é muito mais extensa do que duas 

subespécies e apontam para uma adaptação evolutiva da espécie em várias 

linhagens associadas a diversos hospedeiros. Logo, mais estudos filogenéticos 

incluindo estirpes de S. dysgalactiae de diferentes espécies animais e humanas 

são necessários, assim como uma reconsideração da divisão entre as duas 

subespécies existentes atualmente.   

A análise genotípica de estirpes de S. dysgalactiae pelo AFLP é pouco 

descrita na literatura até o momento (MORENO et al., 2016a; MIONI et al., 2018). 

No presente estudo foi possível avaliar todos os 92 isolados e discriminar 18 

perfis distribuídos em dois agrupamentos principais com pouco mais de 75% de 

similaridade. Nesses agrupamentos houve a separação dos isolados de origem 

suína e de origem bovina em ramificações distintas. Os perfis A1 ao A10 

correspondem aos isolados de origem suína e os perfis A11 ao A17 reúnem as 

estirpes de origem bovina. Duas estirpes de origem bovina provenientes de um 

animal com quadro de mastite se destacaram destes dois agrupamentos e foram 

isoladas em uma ramificação denominada perfil A18, com 65% de similaridade 

em relação às outras estirpes.  

As estirpes de origem bovina parecem apresentar maior correlação entre os 

perfis e as propriedades de origem. Alguns perfis como A12, por exemplo, 

reúnem todas as amostras da fazenda 11, o perfil A15 reuniu todas as amostras 

da fazenda 10. As estirpes do perfil 18, provenientes da fazenda 9, se destacam 

de todo o conjunto, e apesar de serem alfa-hemolíticas e de origem bovina como 

as outras 41 avaliadas, podem se diferenciar das outras pelo antígeno do grupo 
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de Lancefield, por exemplo. Infelizmente, não foi possível fazer a avaliação 

dessa característica no momento.  

Estudos anteriores de isolados de mastite por S. dysgalactiae mostram um 

caráter de transmissão ambiental, em que o mesmo perfil genotípico aparece em 

diversos rebanhos (BASEGGIO et al., 1997; LUNDBERG et al., 2014, RATO et 

al., 2013). Isso ocorreria principalmente pelo trânsito de animais (LUNDBERG et 

al., 2014) e pela mosca Hydrotaea irritans, que parece ter um papel na 

transmissão e na manutenção da mastite por Streptococcus dysgalactiae no 

norte da Europa e no Japão (KABELITZ et al., 2021). O contágio também pode 

ser por contaminação de piquetes e camas (LANGONI et al., 2011). Entretanto, 

de acordo com SMISTAD et al. (2022), o Streptococcus dysgalactiae subespécie 

dysgalactiae é um patógeno oportunista que pode apresentar padrões mistos de 

infecções transientes por múltiplas estirpes e infecções persistentes por uma 

única estirpe (ZADOKS et al., 2011). Diversos estudos encontraram esse padrão 

misto de perfis genotípicos idênticos em diferentes rebanhos e perfis genotípicos 

específicos para cada rebanho (LUNDBERG et al., 2015; WANG et al., 1999; 

WENTE e KROMKER, 2020; XU et al., 2021).   

No presente estudo, as estirpes bovinas de casos de mastite apresentaram 

agrupamentos com forte relação com o rebanho, reunidos em apenas 4 perfis 

genotípicos. Contrariamente, as estirpes de pododermatite foram agrupadas em 

perfis distintos no mesmo rebanho. Essa baixa diversidade dos isolados de 

mastite indica a transmissão entre animais e um caráter contagioso ou a 

transmissão por hotspots (WENTE; KROMKER, 2020). Estudos mais recentes 

têm encontrado padrão similar. WOUDSTRA et al. (2022) utilizando a tipagem 

por RAPD (Amplificação randômica de DNA polimórfico) encontraram 7 perfis 
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genotípicos, sendo que metade dos casos de mastite foi causado pelo mesmo 

perfil. SMISTAD et al. (2022) também encontraram baixa diversidade nos 

isolados de mastite comparados pelo sequenciamento do genoma. Todavia, o 

último estudo encontrou um mesmo perfil proveniente de amostras de mastite e 

de amostras extra mamárias, como o presente estudo, o que implica em uma 

transmissão entre os animais ou uma fonte ambiental de infecção. Além disso, a 

existência desses isolados extra mamários contribui para a permanência da 

bactéria no rebanho mesmo após o tratamento (SMISTAD et al., 2022).  

Conhecer o padrão de transmissão é importante para a definição de medidas 

de controle e prevenção. Para patógenos contagiosos, é importante melhorar a 

higienização durante a ordenha, tanto do animal como dos equipamentos, e na 

transmissão ambiental é importante a higienização de forma geral (WOUDSTRA 

et al., 2022). O sistema de confinamento Free Stall, que é predominante no 

Brasil, está fortemente relacionado às infecções por S. dysgalactiae devido à 

livre movimentação dos animais e o contato direto e indireto entre eles 

(SMISTAD et al., 2022). Outro sistema de produção que está se tornando mais 

frequente no Brasil é o Compost Barn, que traz melhora para o bem-estar animal, 

porém leva a uma maior frequência de mastites por microrganismos Gram-

positivos (FREU et al., 2023). Outro fator importante para esta infecção é o 

sistema automatizado e centralizado de ordenha (TAPONEN et al., 2016).  

Dentre as estirpes de origem suína não houve discriminação dos isolados 

que apresentaram diferentes padrões de hemólise (28.2, 64.2, 56, 88 e 91). 

Esses isolados foram distribuídos junto aos isolados beta-hemolíticos. Não foi 

observada separação de acordo com a granja de origem, apesar do perfil A5 

reunir 17 (de 18) estirpes provenientes da granja 12.  
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A caracterização de 17 estirpes de origem suína pelo AFLP realizada por 

MORENO et al. (2016a) com estirpes provenientes de abscesso articular, urina 

e secreção vaginal, resultou em apenas três perfis genotípicos. A formação de 

dois clusters de acordo com as subespécies identificadas apresentou menos de 

80% de similaridade. No presente estudo não foi realizada a caracterização da 

subespécie, porém o padrão de agrupamento com a separação das estirpes 

bovinas e suínas sugere essa divisão. A maior heterogeneidade das estirpes 

suínas do presente estudo contrasta com a homogeneidade intra subespécie do 

estudo de MORENO et al. (2016a). Este fato pode ser devido ao maior número 

de estirpes avaliadas, maior número de sítios de isolamento e das amostras 

serem mais recentes. A ocorrência de diversos perfis genotípicos serem isolados 

no mesmo rebanho e do mesmo perfil estar em rebanhos diferentes pode ser 

explicada pela introdução de animais infectados ou pela alta taxa de reposição 

de animais (DOTO et al., 2016). Como a transmissão pode ocorrer por secreções 

vaginais, leite e contaminação de superfícies como o piso (GOTTSCHALK; 

SEGURA, 2019), a alta taxa de reposição de leitoas, que hoje está em torno de 

55% (MOURÃO, 2021), auxilia na introdução da bactéria e na maior variabilidade 

genética dentro do rebanho.  

Streptococcus dysgalactiae é um dos agentes etiológicos mais comuns da 

mastite bovina e causa grandes perdas econômicas (SANTOS et al., 2007). 

Essas perdas advêm da diminuição da produção e qualidade do leite, descarte 

do leite com resíduo antimicrobiano, descarte de animais e custos com 

veterinário e medicamentos (HALASA et al., 2007). As mastites por 

estreptococos respondem bem ao tratamento por antimicrobianos e tem baixas 

taxas de cura espontânea (LANGONI et al., 2017). Logo, o tratamento é 
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necessário para resolução do quadro clínico e recuperação do animal e da 

produção, entretanto o uso excessivo de antibióticos no gado de leite aumenta o 

risco de microrganismos resistentes (KABELITZ et al., 2021).  

As estirpes de origem bovina mostraram maior sensibilidade aos 

antimicrobianos do que as estirpes de origem suína. Doze estirpes foram 

sensíveis a todos os antimicrobianos testados e os maiores níveis de resistência 

encontrados foram em relação aos aminoglicosídeos (neomicina e gentamicina), 

seguido de resistência intermediária à oxitetraciclina. Os estreptococos são 

pouco sensíveis aos aminoglicosídeos devido à limitada penetração pela parede 

celular (GLAZJNER; SZEWCZYK; SZEMRAJ, 2023), portanto possuem 

resistência intrínseca a essa classe de antimicrobianos. REIS, SILVA e 

BRESCIA (2003) isolaram 3 estirpes de mastite subclínica por S. dysgalactiae 

em um rebanho em Minas Gerais e observaram pouca eficiência dos 

aminoglicosídeos (abaixo de 60%). KACZOREK et al. (2017) e RATO et al. 

(2013) também reportaram resistência intermediária à gentamicina em, 

respectivamente, 41 e 18 isolados de mastite na Polônia e em Portugal. Estudos 

chineses observaram resistência intermediária a alta aos aminoglicosídeos. 

ZHANG et al. (2018) estudaram 88 isolados de mastite clínica e obtiveram 89,8% 

de frequência de resistência à kanamicina e 58% à estreptomicina. SHEN et al. 

(2021) observaram mais de 70% de resistência aos aminoglicosídeos 

(gentamicina, kanamicina e estreptomicina) em 60 isolados bovinos. 

Entretanto, ULSENHEIMER et al. (2020) reportaram susceptibilidade de 

todos as 9 estirpes isoladas no noroeste do Rio Grande do Sul à gentamicina. 

MINST et al. (2012) também encontraram baixa resistência à gentamicina ao 

analisar 279 isolados de Streptococcus spp. na Alemanha. Esses estudos 
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utilizaram métodos diferentes de determinação do perfil de resistência: difusão 

em disco e microdiluição em caldo. O método de escolha para o teste de 

susceptibilidade é o teste de diluição, seguindo os padrões do Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI). Entretanto, os pontos de corte para 

patógenos de medicina veterinária nem sempre estão disponíveis, e em alguns 

caso é necessário utilizar referências de outras espécies animais, outro grupo de 

bactérias e até o padrão da medicina humana (THOMAS et al, 2015). Além disso, 

a resistência aos aminoglicosídeos pode ser também ao uso excessivo e 

desregrado dos antimicrobianos nas mastites de ruminantes (KAZCOREK et al., 

2017). Como o uso de antimicrobianos é variável de acordo com o país e região 

estudada, a frequência de resistência ao antimicrobiano também será variável.  

Em relação à tetraciclina, BENGTSSON et al. (2009) encontraram resistência 

intermediária em 152 estirpes de S. dysgalactiae isoladas de mastite clínica na 

Suécia em uma distribuição bimodal das concentrações inibitórias mínimas. 

MINST et al. (2012) e ZHANG et al. (2018) também reportaram resistência 

intermediária de tetraciclina, ao redor de 26% e 33% de frequência 

respectivamente, valores próximos aos obtidos no presente estudo. Todavia, 

KAZCOREK et al. (2017) reportaram frequência de resistência de 61% e RATO 

et al. (2013) e SHEN et al (2021) observaram resistência em 100% dos seus 

isolados. O programa de monitoramento francês de resistência aos 

antimicrobianos (RESPATH) encontrou mais de 85% dos isolados resistentes às 

tetraciclinas (HAENNI; LUPO; MADEC, 2018). Por fim, GUERIN-FAUBLEE et al. 

(2002) reportaram 91,5% de resistência à tetraciclina em isolados de S. 

dysgalactiae subespécie dysgalactiae na França. Importante observar que os 

estudos analisados utilizaram principalmente tetraciclina e o presente estudo, 
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oxitetraciclina. As tetraciclinas são antimicrobianos de amplo espectro e baixa 

toxicidade, e foram excessivamente utilizadas nos tratamentos de doenças 

respiratórias, entéricas e como promotores de crescimento em animais de 

produção (SPEER; SHOEMAKER; SALYERS, 1992).  

Observou-se baixa frequência de resistência à clindamicina (13,9%), 

pertencente à classe das lincosamidas. O valor é próximo ao observado pelo 

programa de monitoramento francês de resistência aos antimicrobianos 

(RESPATH) à lincomicina, pertencente à mesma classe, com 12% (HAENNI; 

LUPO; MADEC, 2018). Entretanto, esses resultados contrastam com a literatura. 

Apesar de estudarem apenas um isolado, SANTOS et al. (2023) encontraram 

resistência à clindamicina em um isolado do estado do Rio Grande do Sul. 

Estudos europeus e chineses também mostram alta resistência às lincosamidas, 

como clindamicina e pirlimicina (BENGTSSON et al., 2009; KAZCOREK et al. 

2017; MINST et al. 2012; RATO et al. 2013; SHEN et al. 2021; TIAN et al., 2019). 

A resistência às lincosamidas é provavelmente devida ao gene linB, que é 

conhecidamente carreado pelo plasmídeo de Enterococcus faecium (RATO et 

al., 2013), por transferência horizontal de genes.  

Apenas um isolado foi resistente à ampicilina e penicilina. Essa alta 

susceptibilidade às penicilinas é compatível com a literatura. BENGSTSSON et 

al. (2009) obtiveram baixos valores de CIM para penicilina. KACZOREK et al. 

(2017), MINST et al. (2012) e RATO et al. (2013) tiveram todos os seus isolados 

sensíveis à penicilina. OLIVEIRA et.al (2022) encontraram baixa frequência de 

resistência antimicrobiana com um isolado de S. dysgalactiae do estado do Piauí 

sensível à oxacilina e resistente apenas à eritromicina. Essa ausência de 

resistência indica que os beta-lactâmicos são ótimas opções terapêuticas que 



72 
 

 
   

não geraram resistência mesmo após o seu uso contínuo. Todavia, a 

susceptibilidade às penicilinas tem decrescido ao longo dos anos.  

ULSENHEIMER et al. (2020) reportaram 63% de susceptibilidade dos isolados 

à penicilina e ampicilina. TIAN et al. (2019) analisaram 64 isolados de 

Streptococcus das espécies dysgalactiae, agalactiae e uberis, e obtiveram 96 a 

98% de frequência de resistência à penicilina e oxacilina.  

As estirpes bovinas tiveram 100% de susceptibilidade à cefalosporina 

(ceftiofur) e fluoroquinolonas (enrofloxacina e marbofloxacina). ULSENHEIMER 

et al. (2020) também obtiveram 100% de susceptibilidade à cefalotina, 

enrofloxacina e ciprofloxacina, porém obtiveram 83% de susceptibilidade à 

cefalexina.  Estudo americano com 1.627 estirpes de S. dysgalactiae de casos 

de mastite clínica e subclínica reportaram baixos valores de MIC para ampicilina 

e ceftiofur (≤0,06 µg/ml) (LINDEMAN et al., 2013). DE JONG et al. (2018) 

encontraram baixos valores de CIM 50 e 90 para ceftiofur e penicilina em 95 

estirpes de S. dysgalactiae incluídas no programa de monitoramento europeu de 

susceptibilidade de patógenos causadores de mastite aos antimicrobianos. 

Estudos recentes encontraram resistência intermediária às cefalosporinas. TIAN 

et al. (2019) reportaram 59,38% de resistência à cefalotina e 31,25% à 

cefotaxime. ZHANG et al. (2017) foram os primeiros a reportar a resistência à 

ceftriaxona e cefalexina, com respectivamente 13,6 e 34,1% de frequência de 

resistência pelo provável aumento do uso no tratamento veterinário. SHEN et al. 

(2021) encontraram 45% de frequência de resistência à cefotaxime e 11,67% à 

cefepime. REIS, SILVA e BRESCIA (2003) trataram um caso de mastite por S. 

dysgalactiae com cefacetril, cefalosporina de primeira geração, e só obtiveram a 

cura microbiológica após 40 dias do início do tratamento. Nota-se a grande 
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variedade de antimicrobianos da classe das cefalosporinas e o crescente 

aumento da frequência de resistência. Futuros estudos devem incluir uma maior 

gama de antimicrobianos da classe das cefalosporinas. Em relação às 

fluoroquinolonas, baixa resistência é reportada (KACZOREK et al., 2017; SHEN 

et al., 2021; ZHANG et. al, 2018).  DE JONG et al. (2018) encontraram altos 

valores de CIM 50 e 90 pra marbofloxacina e neomicina em relação ao presente 

estudo e valores idênticos para enrofloxacina (HAENNI; LUPO; MADEC, 2018).  

Apenas seis estirpes bovinas (14%) foram multirresistentes, isto é, são 

resistentes a três ou mais classes de antimicrobianos. Estudos chineses 

reportaram maior frequência de multirresistência do que estudos europeus. TIAN 

et al. (2019) encontraram multirresistência em 100% dos isolados do gênero 

Streptococcus, e SHEN et al. (2021) em 81,67% dos isolados de S. dysgalactiae. 

Já MINST et al. (2012) obtiveram 6% de multirresistência, que era mais comum 

nas fazendas com maior número de animais. GUERIN-FAUBLEE et al. (2002) 

reportaram 4,8% de isolados multirresistentes, com perfil de resistência a 

tetraciclina, estreptomicina e kanamicina, isto é, as classes de antimicrobianos 

com maiores frequências de resistência no presente estudo.  

Dos dez perfis de resistência obtidos para as estirpes bovinas, três estão 

relacionados à multirresistência e são compostos das classes das tetraciclinas e 

aminoglicosídeos. O perfil mais frequente, encontrado em quatro estirpes de 

pododermatite, tem resistência às tetraciclinas, aminoglicosídeos, lincosamida e 

macrolídeos (BEYI et al., 2021).  

Há também descrição na literatura de resistência intrínseca às sulfonamidas 

em amostras de leite (PORTER; KAPLAN, 2011; SWEDBERD; RINGERTZ; 

SKOLD, 1998). Os estudos apresentam resultados variáveis. BENGTSSON et 
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al. (2009) encontraram baixos valores de MIC para trimetoprima/sulfametoxazol. 

SHEN et al. (2021) reportaram 18,3% de frequência de resistência à 

sulfametoxazol, sem associação à trimetoprima. Entretanto, ZHANG et al. (2018) 

encontraram 83% de resistência às sulfonamidas. Dado os resultados do 

presente estudo, essa classe pode ser uma importante alternativa terapêutica.  

As estirpes suínas estudadas apresentaram 100% de resistência às 

tetraciclinas. Altos valores de concentração inibitória mínima (CIM) ou resistência 

foram reportados por alguns estudos, inclusive do Brasil. MORENO et al. (2016a) 

apresentaram MIC > 8 µg/mL para oxitetraciclina ao estudar 17 isolados suínos 

de S. dysgalactiae provenientes de descarga vulvar, urina e artrite de diferentes 

estados do país. Dois estudos japoneses de mesma autoria com isolados de S. 

dysgalactiae subespécie equisimilis provenientes de leitões com sinais 

neurológicos e claudicação obtiveram o mesmo valor de MIC para oxitetraciclina 

(OH et al., 2018, 2020). RENZHAMMER et al. (2020), na Áustria, usando método 

de difusão em disco, obtiveram 62% de resistência à tetraciclina em 143 isolados 

de S. dysgalactiae subespécie equisimilis provenientes de diferentes sítios de 

isolamento (RENZHAMMER et al., 2020). Um relato de caso japonês de 

meningoencefalomielite por S. dysgalactiae subespécie equisimilis também foi 

resistente à tetraciclina pelo método de difusão de disco (KASUYA et al., 2014). 

Para Streptococcus suis, bactéria do mesmo gênero de importância zoonótica e 

uma das maiores causas do uso de antimicrobianos em leitões, estudos mostram 

resistência à tetraciclina de 99,3% (SEGURA et al., 2020). Estudo brasileiro com 

50 isolados de espécies de Streptococcus não suis reportaram CIM > 16 µg/ml 

para oxitetraciclina exceto para S. sanguinis e S. mitis (MORENO et al., 2016b). 

As tetraciclinas são uma classe de antimicrobianos que foi muito utilizada como 
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promotor de crescimento e no tratamento profilático de animais de produção via 

ração (SHERLEY; GORDON; COLLIGNON, 2004). Portanto, altos índices de 

resistência são sempre reportados para estreptococos de origem suína; para S. 

suis, espécie para qual que se tem mais dados, a resistência descrita é acima 

de 90% (HAENNI, LUPO, MADEC, 2018).  

As estirpes suínas também foram todas resistentes à clindamicina. Estudo 

brasileiro e japonês obtiveram MIC > 16 µg/ml para clindamicina (MORENO et 

al., 2016a; OH et al., 2018). Por método de difusão de disco, RENZHAMMER et 

al. (2020) encontraram 59% de resistência à clindamicina. Já estudo brasileiro 

com diferentes espécies de Streptococcus encontraram valores de MIC > 32 

µg/ml, exceto para S. sanguinis e S. mitis (MORENO et al., 2016b). Para 

Streptococcus suis, alta frequência de resistência à clindamicina também é 

reportada. SOARES et al., (2014) avaliando 260 estirpes de S. suis isoladas no 

Brasil de animais clinicamente saudáveis reportou taxa de resistência de 

84,61%. Em estudo na Tailândia comparando 262 estirpes de S. suis entre os 

períodos de 2006-2007 e 2012-2015, foi descrito resistência à clindamicina de 

87 a 96% das cepas analisadas (YONGKIETTRAKUL et al., 2019). Assim como 

as tetraciclinas, as lincosamidas, classe de antimicrobianos a qual pertencente 

a clindamicina, são muito utilizadas na suinocultura pelo seu amplo espectro de 

ação (URUEN et al., 2022). Apesar de não serem utilizadas especificamente 

para tratamento de estreptococoses, lincosamidas podem ser usadas em 

combinação com penicilinas para tratamento de infecções (DECHENE-

TEMPIER et al., 2021).     

A tiamulina apresentou frequência de resistência de 95,9% no presente 

estudo. MORENO et al. (2016a) e OH et al. (2018) também reportaram alto valor 



76 
 

 
   

de CIM, >32 µg/ml. Este antimicrobiano é comumente utilizado como promotor 

de crescimento e no tratamento profilático dos animais, via ração, principalmente 

nas fases de crescimento e terminação (BOSMAN et al., 2022). Ele também é 

utilizado para tratamento de infecções por bactérias gram-negativas 

respiratórias, como Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae e 

Glasserella parasuis (NEDBALCOVA et al., 2022). Para Streptococcus suis, a 

tiamulina é um antimicrobiano eficaz (URUEN et al., 2022). Em estudo de 

MATAJIRA (2019) com 215 estirpes de S. Suis isoladas de diversos estados 

brasileiros, a tiamulina foi um dos antimicrobianos mais eficazes. Porém, a 

frequência de resistência vem aumentando nos últimos anos e ele não é mais 

considerado uma opção no tratamento de infecções por Streptococcus spp. 

LUNHA et al. (2022) encontraram frequência de resistência de 79,3% em 246 

isolados de S. suis na Tailândia, enquanto estudo feito na República Tcheca com 

506 isolados obteve frequência crescente de resistência entre os anos de 2018  

à 2022 de 38,3 a 48,7% (NEDBALCOVA et al., 2022). Outras espécies de 

Streptococcus apresentaram resistência variável; enquanto estirpes de S. 

plurianimalium apresentaram CIM90 > 64 µg/ml, S. sanguinis e S. mitis tiveram 

CIM90 respectivamente de ≤0,5 e 2 µg/ml.  

 Altas taxas de resistência também foram reportadas para os 

aminoglicosídeos (acima de 80%) exceto gentamicina (28,6%). MORENO et al. 

(2016a) e OH et al. (2018) também encontraram resistência variável entre os 

aminoglicosídeos, com altos valores de CIM para neomicina (32 µg/ml) e 

espectinomicina (> 64 µg/ml). Em relação à gentamicina, enquanto MORENO et 

al. (2016a) obtiveram valor intermediário (CIM50 de 4 µg/ml), OH et al. (2018) 

obtiveram valores médios de 8 e > 16 µg/ml. Para Streptococcus suis, observa-
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se alta frequência de resistência para espectinomicina e resistência intermediária 

para gentamicina e neomicina (MATAJIRA, 2019). Para Streptococcus não suis, 

alto valor de CIM para estreptomicina também foi encontrado na maioria das 

espécies (MORENO et al., 2016b). Devido á resistência intrínseca, apenas 

alguns antimicrobianos da classe dos aminoglicosídeos são efetivos contra as 

bactérias do gênero Streptococcus, como tobramicina, e em maiores 

concentrações (URUEN et al., 2022). Os aminoglicosídeos são comumente 

usados em combinação com as penicilinas para tratamento na medicina 

veterinária pelo seu grande sinergismo (LUNHA et al., 2022).   

A classe dos macrolídeos apresentou alta frequência de resistência, entre 

69% e 78%. Altas frequências de resistência aos macrolídeos são reportadas na 

literatura. MORENO et al. (2016a) encontraram 82,3% de resistência para 

tilosina, tulatromicina e tilmicosina. OH et al. (2018, 2020) também encontraram 

altos valores de CIM para os mesmos antimicrobianos. Estudos que testaram 

eritromicina tiveram resistência variável, de 36% de resistência (RENZHAMMER 

et al., 2020) à alta resistência (KASUYA et al., 2014). Um estudo belga analisou 

33 suabes de tonsila e 99 suabes de carcaça de suínos, e identificou 95% e 85% 

de resistência à eritromicina e tilosina, respectivamente. Apenas um isolado de 

carcaça de S. dysgalactiae foi resistente à eritromicina, porém sensível à tilosina 

(MARTEL et al., 2002). A alta frequência de resistência aos macrolídeos também 

é observada em S. suis em diversos países do mundo (LUNHA et al., 2022), o 

que ocorre desde os anos de 1980 (SEGURA et al., 2020). Isso limita o seu uso 

no tratamento de estreptococoses (NEDBALCOVA et al., 2022). Macrolídeos 

têm um amplo espectro de ação, com boa penetração nos tecidos e poucos 
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efeitos colaterais (HAENNI; LUPO; MADEC, 2018) e são antimicrobianos 

comumente utilizados na medicina veterinária.  

As fluoroquinolonas testadas apresentaram resistência intermediária, entre 

28 e 45%, assim como o florfenicol (32,6%). MORENO et al. (2016a) e OH et al. 

(2018, 2020) obtiveram os mesmos valores de CIM50 do presente estudo para 

enrofloxacina. Os estudos recentes mostram alta frequência de resistência à 

danofloxacina (MORENO et al. 2016a; OH et al. 2020), fluoroquinolona sintética 

da terceira geração com amplo espectro de atividade e que foi usada de forma 

intensiva na suinocultura mundial (YANG et al. 2019), porém não testada no 

presente estudo. Outro antimicrobiano da mesma classe, a levofloxacina, foi 

testado em 143 isolados de S. dysgalactiae subespécie equisimilis e apenas 1 

obteve resistência. (RENZHAMMER et al., 2020). Para S. suis, frequências 

intermediárias têm sido observadas para enrofloxacina, levofloxacina e 

danofloxacina na Europa, e de intermediária para alta na Ásia (DECHENE-

TEMPIER et al., 2021; LUNHA et al., 2022; URUEN et al., 2022), o que pode 

levar à resistência pelo seu uso contínuo. Estudos brasileiros de S. suis também 

mostram alta frequência de resistência às fluoroquinolonas (MATAJIRA, 2019; 

SOARES et al., 2014).  

Em relação ao florfenicol, MORENO et al. (2016) observaram o mesmo valor 

de CIM50 do que o presente estudo, já OH et al. (2018) reportaram valor maior 

de 4 µg/ml. O único isolado analisado por KASUYA et al. (2014) mostrou 

sensibilidade ao cloranfenicol. Para S. suis, o florfenicol é um dos 

antimicrobianos mais eficazes, com baixa resistência reportada (LUNHA et al., 

2022; MATAJIRA, 2019; NEDBALCOVA et al., 2022).  
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Por fim, todas as estirpes suínas foram suscetíveis aos beta-lactâmicos 

(penicilina, ampicilina e ceftiofur) e à trimetoprima/sulfadimetoxazol, e apenas 

10,2% foram resistentes à sulfadimetoxina. Baixos valores de CIM dos beta-

lactâmicos foram reportados na literatura (KASUYA et al., 2014; MORENO et al., 

2016a; OH et al, 2018, 2020; RENZHAMMER et al., 2020) de acordo com o 

presente estudo. Em relação às sulfonamidas, MORENO et al. (2016a) e OH et 

al. (2018) encontraram 100% de resistência à sulfadimetoxina. Em estudo de 

frequência de resistência de Streptococcus não suis no Brasil, altos valores de 

CIM foram reportados para as sulfonamidas, principalmente sulfadimetoxina 

(MORENO et al., 2016b). As sulfonamidas possuem amplo espectro de ação 

contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (URUEN et al., 2022) e são de 

baixo custo. Apesar de serem a primeira classe de agentes antimicrobianos 

descobertos na terapêutica, o uso na medicina veterinária é frequente, 

principalmente no tratamento profilático em suínos (HOFF et al., 2015).  

O tratamento de escolha para as estreptococoses tanto em animais como em 

humanos é o uso de antibióticos beta-lactâmicos, como penicilinas e ampicilinas 

(KABELITZ et al., 2021). De acordo com os resultados deste estudo, os beta-

lactâmicos devem permanecer como tratamento de primeira escolha. Os 

aminoglicosídeos também podem ser administrados junto com os beta-

lactâmicos pois estes aumentam a permeabilidade da parede celular (TABER et 

al., 1987), contornando a resistência intrínseca. As sulfonamidas também são 

outra opção terapêutica importante. Semelhante aos animais, em humanos há 

resistência aos macrolídeos e alta resistência às tetraciclinas, que não são mais 

consideradas uma opção terapêutica (BRANDEN; SPELLENBERG, 2009).  
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Todas as estirpes suínas do presente estudo são multirresistentes, isto é, 

resistentes a três ou mais classes de antimicrobianos, sendo que 53% são 

resistentes a seis ou mais classes das nove estudadas. Apesar dos estudos 

disponíveis não avaliarem multirresistência, estirpes de S. dysgalactiae 

subespécie equisimilis tendem a ter resistência conjunta à tetraciclina, 

eritromicina e clindamicina (RENZHAMMER et al., 2020). Em estudo belga que 

analisou 33 suabes de tonsila de animais vivos e 99 suabes de carcaça para 

diversas espécies de estreptococos, inclusive S. dysgalactiae, o fenótipo de 

resistência predominante foi a corresistência entre macrolídeos, lincosamidas e 

esteptogramina B (MLSb) (MARTEL et al., 2003). Curiosamente, os 29 perfis de 

resistência obtidos mostraram alta heterogeneidade, em que as altas taxas de 

uso de antimicrobianos diversos criaram diferentes perfis. O perfil mais 

frequente, P9, com 14,3% das estirpes, agrupa resistência às classes das 

tetraciclinas, macrolídeos, lincosamidas (clindamicina) e tiamulina, justamente 

as classes de antimicrobianos mais utilizadas. Algumas dessas drogas, 

amplamente utilizadas em suinocultura, são consideradas pela Organização 

Mundial de Saúde como muito importantes ou criticamente importantes para a 

medicina humana (HOLMAN; CHENIER, 2015). As altas taxas de resistência 

encontradas nessas estirpes representam um alerta sobre os riscos da 

transferência de genes de resistência para outras espécie bacterianas, para 

outras espécies animais, para os seres humanos e o risco de infecções de 

caráter zoonótico.  
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7. CONCLUSÕES 

 

• As estirpes de Streptococcus dysgalactiae de origem bovina e suína foram 

discriminadas pelo AFLP em dois agrupamentos distintos; 

•  Tendo em vista o padrão de hemólise observado nas estirpes avaliadas, os 

isolados de S. dysgalactiae de origem bovina provavelmente pertencem a 

subespécie dysgalactiae, enquanto os isolados de origem suína em sua 

grande maioria pertencem a subespécie equisimilis; 

• Os padrões de resistência observados nas estirpes de S. dysgalactiae de 

origem bovina e de origem suína foram muito distintos, sendo 14% das 

estirpes bovinas multirresistentes, enquanto 100% das estirpes de origem 

suínas foram multirresistentes. 

• As estirpes de origem suína apresentaram maior diversidade genética pelo 

AFLP e maior número de perfis de resistência, quando comparadas as 

estirpes de origem bovina. Este achado pode estar relacionado com 

características dos sistemas de produção das duas espécies animais ou com 

características das subespécies bacterianas envolvidas. 

• Todas as estirpes avaliadas, independente da espécie de origem, foram 

sensíveis a ceftiofur e apenas uma estirpe foi resistente a penicilina e 

amoxicilina, indicando que os antimicrobianos beta-lactâmicos podem ser a 

melhor escolha para o controle das infecções pelo agente independente da 

subespécie.  
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